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(Institut Pasteur.) 


On sait que le vaccin préventif de la tuberculose dit BCG est 
un bacille tuberculeux d’origine bovine, de virulence artificiel - 
lement atténuée. 

Parallélement aux recherches poursuivies sur ce bacille ct 
qui ont conduit a l’obtention du BCG, deux d’entre nous ont 
appliqué les mémes procédés d’atténuation & une souche d’ori- 
gine humaine rapportée en 1908 du laboratoire Trudeau a 
Saranac (N. Y.). Cette souche était de virulence moyenne : 
1/100 de milligramme tuait ou tuberculisait gravement le cobaye 
en svixante jours.} 

Ensemencée sur le milieu pomme de terre + bile de beeuf, 
elle se développait fort péniblement et ne donnait que de rares 
colonies gréles. Nous etimes alors l’idée de remplacer la bile 
de boeuf par de la bile humaine que nous avions pu nous pro- 
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curer assez abondantle en vidant le contenu des vésicules de 
quatre condamnés & mort, exécutés le méme jour. Cette subs- 
titution nous donna d’emblée des cultures beaucoup plus 
riches (1). 

Le 10 mars 1910 nous remplacdames de nouyeau la bile 
humaine par de la bile de beuf et, & partir de cetle date, les 
réensemencements furent effectués sans interruption, d’abord. 
toutes les deux, puis toutes les trois semaines. Dés le qua- 
triéme report sur pomme de terre +- bile de boeuf, la culture 
s’était adaptée, devenait plus vigoureuse, s’étalant en couche 
uniforme, épaisse, luisante, de couleur gris-verdatre, sans 
jamais former de voile sur la bile glycérinée a 5 p. 100 qui 
garnissait le fond des tubes. Au 31 décembre 1932, apres 
vingt-deux ans, 418 cultures successives avaient été ainsi 
effectuées. 

A la vingtitme culture, comme on l’avait obseryvé pour le 
bacille bovin, la virulence paraissait exaltée pour le cobaye et 
pour le lapin : 1/100 de milligramme dans le péritoine du 
cobaye provoquail en vingt jours des lésions énormes de l|’épi- 
ploon ot fourmillaient des bacilles disposés en amas feutrés. 
La rate, triplée de volume, était farcie de bacilles. Une dose 
de 1/10 de milligramme, injectée dans les veines du lapin, tuait 
cet animal en quinze & vingt jours par septicémie « type 
Yersin ». 

A la trente-cinquiéme culture, la virulence faiblissait pour 
le cobaye et le lapin. 

A la deux cent sixiéme culture, qui remonte a l'année 1921, 
la dose de 1 milligramme était devenue complétement aviru- 
lente pour ces deux espéces de rongeurs. Reportée alors sur 
pomme de terre glycérinée ordinaire, elle reprit l’aspect du 
bacille tubereuleux normal tout en demeurant avirulente. 
Depuis, ses caractéres n’ont subi aucune variation, soit aprés 
culture continue sur bile, jusqu’a la quatre cent dix-huitiéme, 
soit aprés culture sur pomme de terre ordinaire. Mais elle se 
différencie trés nettement du BCG d’origine bovine en ce qu'elle 
est beaucoup plus grasse, plus adhérente a la spatule de pla- 
tine, plus épaisse et plus collante. 


(4) C. R. Acad. des Sciences, 447, 1908, p. 1456. Hy 3 
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L’étude expérimentale de cette souche a été effectuée suivant 
les mémes protocoles que nous avions établis avee A. Boquet 
pour le BCG (4). Elle a comporté de nombreuses séries de 
recherches que nous résumons ci-aprés. 


I. — EFFETS DES INOCULATIONS PAR LES DIFFERENTES VOIES 
AU COBAYE ET AU LAPIN. 


De nombreuses séries d’animaux ont recu sous la peau, dans 
le péritoine, ou directement par voie intracardiaque, des doses 
variables des cultures n®* 387, 388 et 389: de 1 & 20 milli- 
grammes sous la peau; de { & 10 milligrammes dans le péri- 
toine ; de 1 4 5 milligrammes dans le ceeur. 

Les résultats constatés sont les suivants : 

a) Inoculations sous-cutanées : déterminent une hypertrophie 
transitoire des ganglions inguinaux qui ne se caséifient pas. 
Cette hypertrophie régresse en deux & trois mois. Les fortes 
doses produisent un abcés dont le pus fourmille de bacilles 
acido-résistants. Aucune lésion viscérale, méme chez les cobayes 
inoculés depuis plus d’un an. 

b) Inoculations intra-péritonéales : toujours inoffensives jus- 
qu’a 10 milligrammes. Les animaux sacrifiés ou morts d’affec- 
tions intercurrentes dans les semaines qui suivent présentent 
des nodules épiploiques et des ganglions mésentériques hyper- 
trophiés. Ces lésions disparaissent. Aucune extension aux vis- 
céres, méme aprés une année. 

c) Inoculations intra-cardiaques : la dose de 1 milligramme 
est inoffensive; 5 milligrammes provoquent de l’hypertrophie 
ganglionnaire transitoire. Pas de lésions visibles chez les ani- 
maux inoculés depuis plus d’un an. 

Chez les lapins, linoculation intraveineuse de 1, 10 et 20 
milligrammes ne détermine aucune lésion évolutive. Aprés 
plus d’un an les animaux demeurent indemnes. Ceux qui sont 
sacrifiés pendant le premier mois présentent sur les poumons 


(1) Ces Annales, 25, septembre 1921 ; 36, septembre 1922; 38, mai 1924. 
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de petites lésions nodulaires qui disparaissent dans la suite 
sans laisser de traces. 


If. — R&acrTIONsS ALLERGIQUES. 


Les doses de 1 & 20 milligrammes sensibilisent les animaux 
a la tuberculine et l'état allergique persiste plus d'une année 
chez le cobaye, environ sept mois chez le lapin. Il met en 
général entre deux et trois mois a s’établir, méme avec les 
fortes doses. La dose limite sensibilisante a été, dans nos expé- 
riences, de 0 milligr. 0001 de bacilles. 


Ili. — Povuvomr ANTIGENE « IN VITRO » ET « IN VIVO ». 


L’étude in vitro a été faite a plusieurs reprises en partant 
d’émulsions titrées & 0 milligr. 1 et 1 milligramme de culture 
par centimétre cube. 1 cent. cube de chaque émulsion était mis 
en contact avec 0 c. c. 2 d'un sérum antituberculeux de titre 
connu en anticorps, et de doses croissantes d’alexine au 1/15 
selon la technique de Calmette-Massol. 

Avec 0 milligr. 4 il n’y a pas de fixation. Par contre, 1 milli- 
gramme a fixé deux doses minima hémolytiques d’alexine. 

Le méme résultat a été obtenu avec des émulsions de BCG 
d’égale richesse en corps microbiens. 

Pour la recherche du pouvoir antigéne in vivo, nous avons 
injecté & des lapins, respectivement, 0 milligr. 1 et 1 milli- 
gramme de bacilles Saranac des mémes souches indiquées 
ci-dessus (n° 387 & 389). Les animaux furent saignés deux 
semaines aprés. Leur sérum, titré, contenait respectivement 
3 et 10 unités d’anticorps. Le BCG fournit les mémes résultats. 


IV. — Povvorr premunisant. 


Les cobayes qui avaient recu par voie sous-cutanée 20 milli- 
grammes des cultures Saranac n* 396 et 403 ont été éprouvés 
deux mois plus tard, en méme temps que des témoins en 
nombre égal, par inoculation sous-cutanée de 0 milligr. 001 de 
tuberculose virulente Bovine Vallée, ou de 0 milligr. 0004 
d'une souche viruleate humaine. Tous les animaux sacrifiés 
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deux mois aprés l’épreuve montrent chez les prémunis des 
Iésions beaucoup plus localisées, moins étendues et non pro- 
gressives, alors que les témoins ont de grosses Iésions 
caséeuses et une tuberculose généralisée & tous les viscéres. 

Les lapins prémunis par inoculation intraveineuse de 15 mil- 
ligrammes de culture Saranac n° 400, éprouvés deux mois plus 
tard par la méme voie veineuse avec © milligr. 001 de bacilles 
bovins virulents, en méme temps gu’un nombre égal de 
témoins, présentent, lorsqu’on les sacrifie deux mois apres 
Pépreuve, des lésions incomparablement moindres que celles 
des témoins. On ne trouve chez les prémunis que quelques 
rares petits nodules sur les poumons, tandis que chez les 
témoins ces nodules sont trés nombreux. 


CONCLUSIONS. 


Ces expériences montrent qu’en appliquant 4 une souche de 
bacilles d’origine humaine, dite Saranac, la méthode de culture 
en milieu trés alcalin (en l’espéce bile de beeuf pure) que deux 
d’entre nous avaient utilisée pour oblenir Je BCG, on peut 
faire perdre progressivement a cetle souche, aprés environ 
200 cultures successives sur bile de boeuf, toute sa virulence 
initiale pour les animaux sensibles. 

La souche « Saranac » constilue actuellement, a sa guatre 
cent dix-huitiéme culture, une race de bacilles d’origine hu- 
maine dont les propriétés antigenes et prémunisantes apparais- 
sent sensiblement équivalentes a celles du BCG. 

Il n’entre aucunement dans nos intentions de nous en servir 
comme vaccin préventif de la tuberculose chez les enfants, 
puisque le BCG continue 4 fournir, partout ou on l'emploie, 
les résultats les plus satisfaisants. Mais nous croyons intéres- 
sant de poursuivre, parallélement avec le BCG, l’entretien de 
cetle souche afin de vérifier de temps en temps la stabilité de 
son comportement, soit vis-a-vis des milieux de culture, soit 
vis-a-vis des animaux d’expériences. 


DIVERSITE DES PRINCIPES AUTOLYTIQUES 


par Ernest RENAUX. 


(Université de Bruxelles, Laboratoire de Bactériologie). 


Dans le numéro de ces Annales de mars dernier, figure une 
note de A. Gratia ou cet auteur exprime |’opinion que ses tra- 
vaux concernant I’hétérogénéité des principes lytiques ont été 
mal interprétés par divers auteurs, notamment Bordet et 
Renaux. (Ces Annales, novembre 1932.) 

Comme on ne peut laisser passer un reproche injustifié, il est 
nécessaire de revenir briévement sur cette question de la diver- 
sité des principes, sur son historique et notamment sur |’étude 
du principe faible décrit par Bordet et Ciuca et par Bordet. 

Ainsi que Bordet le signale (1), l’expérience la plus simple 
permettant d’obtenir le principe faible aux dépens du principe 
total originel anti-co/z consiste & étaler sur gélose une goutte 
d’un bouillon ensemeneé de B. colz et que l’on a, peu de temps 
auparavant, additionné d’une trace de ce principe total (2). 
Dans ces conditions, le contact entre les microbes et le principe 
ayant été bref, seuls les germes les plus susceptibles d’entrer 
trés vite en réaction avec le principe sont impressionnés. Il en 
résulte que les taches de lyse qui apparaissent sont rares et 
que, déterminées par un principe spécial, différent du principe 
total en ce sens qu'il n’entrave pas le développement des 
microbes du type Rowgh, elles se recouvrent bientot de colonies 
résistantes de ce type. En repiquant en bouillon l’une de ces 
taches, on peut éludier le principe en question ainsi obtenu a 
l'état pur. On constate que, trés actif a l’égard du type diffus 
(Smooth), il respecte le type aggluliné (Rough). C’est pourquoi 


(1) Borpar. C. R. de la Soc. de Biologie, 87, 1922, p. 987. 

(2) Dans le résumé qu'il fait des travaux de Bordet et Ciuca et de Bordet, 
Gratia ne mentionne pas que l’extraction du principe faible a été effectuée 
par cette technique, pourtant la plus démonstrative. Le repiquage des taches 


clarifiées fut d’ailleurs pratiqué par tous les chercheurs depuis le début des 
expériences sur le bactériophage. 
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ce principe, introduit dans du bouillon ensemencé de la cul- 
ture ordinaire de 8. colt (contenant comme d’habitude les 
deux types), supprime le type S, mais permet l’abondant déve- 
loppement du type A réfractaire. A linverse du principe ini- 
tial, ce principe est donc incapable de clarifier la culture de 
B. coli. C’est pour cette raison que Bordet l’appela principe 
faible. Mais il précise, dans ses deux notes (1), la signification 
qu’il donne & ce qualificatif : le principe faible en question 
supporte Ja dilution aussi bien que le principe fort; il agit 
encore a des dilutions extrémes, mais il agit toujours faible- 
ment, qu’il soit dilué ou qu'il soit 'concentré. Cela signifie 
bien que le terme « faible » est choisi en raison du fait que ce 
principe ne s’attaque qu’a une certaine catégorie des germes 
contenus dans la culture primitive, par opposition au principe 
initial qui agit sur la culture entiére. 

Gratia conteste la légitimité de ce qualificatif « faible » 
parce que ce principe agit trés énergiquement sur le type 
Smooth, ce que Bordet indique lui-méme dés le début. Mais il 
est clair que, lorsqu’on discute une appellation, il faut la com- 
prendre dans le sens que celui qui l’a proposée lui a attribué. 
I] n’est pas déraisonnable de dire qu’un principe qui n’attaque 
qu’une seule race est moins puissant que celui qui en attaque 
deux. Au surplus, les mots ne changent pas les faits. 

Ces recherches de Bordet mettaient en lumiére une notion 
neuve et intéressante, savoir qu'un principe déterminé respecte 
un des types microbiens (en l’occurrence, le type agglutiné) 
présents communément dans les cultures, et qu'il existe donc 
un rapport remarquable entre l’individualité du principe et 
les types microbiens attaqués. A vrai dire, cette notion n’a pu 
étre étendue davantage dans la suite, l’autre principe ne mani- 
festant pas cette exclusivité d’action. 

Mais, puisque le principe initial est capable de lyser la cul- 
ture totale et par conséquent le type Rowgh, il faut, de toule 
évidence, qu’il conlienne encore autre chose que le principe 
faible extrait par Bordet. Gratia, reprenant le méme matériel, 
principes et cultures, et utilisant la technique d’isolement sur 
gélose réussit & extraire (2), outre le principe faible déja 


(1 C. R. dela Soc. de Biologie, 87, 1922, p. 366 et 989. 
(2 Graria. C. R. de la Soc. de Biologie, 89, 1923, p. 824. 
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décrit, un principe se différenciant de celui-ci parce qu'il 
atlaque le type Rough. Il fit une constatation tres propice 
a Visolement, & savoir que les deux agents lytiques se dis- 
tinguent par l’aspect des taches qu’ils engendrent sur gélose : 
le principe faible produit de grandes taches, l'autre de petites 
taches. Gratia retrouvait ainsi, pour le principe étudié 4 notre 
Institut, les constatations de Bail (1921) et d’Asheshov (1922) 
d’aprés lesquelles un principe total peut contenir deux prin- 
cipes respectivement A grandes et & petites taches et que l’on 
peut séparer. 

Telle est la suite des expériences successives. Bordet eut 
soin, d’ailleurs, de rappeler cet historique dés qu'il publia un 
nouveau mémoire sur ces questions (1), et rappela, notamment 
(p. 747\, la constatation de Gratia d’aprés laquelle il suffit, 
pour obtenir, soit un, soit autre des deux principes, de repi- 
quer des laches de dimensions différentes. 

Le second principe (principe a petites taches isolé par Gratia) 
lyse les deux races du B. coli (et méme le B. dysentérique). 
C'est pourquoi Bordet (conservant pour le principe de départ 
le qualificatif « initial » ou « total») lui réserve l’appellation de 
principe fort par opposilion au principe faible qui ne lyse 
qu’une des deux races et n’agit pas sur le B. dysentérique). 

En 1923, Gratia avait signalé (2) qu’un échantillon de type 
Smooth isolé par lui de la culture normale était réfractaire au 
principe a petites taches. C’est sur ce point que Bordet et 
Renaux sont en désaccord avec lui car ils n’ont jamais trouvé 
de représentants de ce type qui soient insensibles au principe 
fort. 

D’autre part, Gratia signale que Bordet, dans sa note de 1922, 
insiste sur l’invraisemblance de l’existence, dans le principe 
initial, de virus de virulences différentes. Mais il s’agit uni- 
quement ici, bien entendu, du virus animé de d’Hérelle auquel 
Bordet ne croit pas. En réalité, dans cette méme note, Bordet 
démontre précisément que l’on peut extraire du principe initial 
un principe dont les caractéres de virulence sont différents et 
c'est justement ce fait qu'il considére (p. 989) comme peu 
favorable & la théorie du virus, lequel ne saurait vraisembla- 


(1) Borner. Ces Annales, 39, 1927, p. 147. 
(2) Gratis. C. R. de la Sac. de Biologie, 89, 1923, p. 824. 
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blement pas manifester des différences de virulence semblables 
a celles que l’on constate. 

Il est naturellement exact, comme le dit Gratia (p. 308), que 
le mélange des deux principes constitue un agent lytique trés 
puissant. Mais il n’est pas tout & fait exact de dire, d'une fagon 
générale, que les microbes qui sont parvenus & résister & |’un 
des principes sont lysés par l’autre : le principe a petiles taches 
qui attaque le type R lyse les microbes du type S qui ont 
résisté au principe faible puisque, comme Bordet l’avait vu, 
ces microbes appartiennent au type R normal. Mais les résis- 
tants au principe fort sunt réfractaires au principe faible s’ils 
dérivent du type R; le contact du principe fort n’a pas modifié 
leur résistance originelle au principe faible (1). 

Les deux principes sont-ils fonciérement différents et auto- 
nomes, ou bien ne sont-ce que des modalités distinctes d’un 
principe originel unique, modalités apparaissant 4 un moment 
donné, grace sans doute & l’intervenlion des races micro- 
biennes, S, R, ou type intermédiaire difficilement saisissable? 
On l'ignore. La composition réelle du principe initial est peut- 
étre bien complexe et mal connue. Par définition, on ne peut 
isoler un principe sans le régénérer sur gélose dans des condi- 
tions assez parliculiéres, notamment de grande dilution, tandis 
que, dans le bouillon, les diverses modalités du principe 
agissent ensemble sur la totalité complexe de la population 
microbienne. 

Bordet, qui incline & penser que ces modalités dérivent les 
unes des autres, a réussi, en faisant intervenir le principe 
faible a forte concentration, & le rendre finalement lytique pour 
le type R. (Ces Annales, 39, 1925, p. 748.) Gratia dit aujour- 
dhui avoir tenté avec succés, en revenant de vacances, de 
réaliser adaptation de ce principe faible (& grandes taches) au 
type R. Mais il n’a pas publié cette expérience, fort analogue a 
celle que Bordet a décrite dans son mémoire paruil y a huit ans. 

Tel est Vhistorique, strictement exact et impartial, de cette 
question. 


(1) Bordet et Renaux ont donné quelques indications relatives aux 
microbes résistants dans leur mémoire de novembre 1932. 


RECHERCHES SUR LA PREPARATION 
DU SERUM ANTISTREPTOCOCCIQUE 


par L. COTONI, E. CESARI et M!* N. CHAMBRIN. 


Depuis 1927, date de nos derniéres publications sur les 
streptocoques, nous n’avons pas cessé de poursuivre, parmi 
d’autres recherches, |’étude de l’immunisation antistreptococ- 
cique. Le fait que la plupart des échantillons de streptocoque 
isolés dans les infections humaines sont d'une médiocre viru- 
lence ou méme dénués de virulence & l’égard de la souris et 
du lapin, rend extrémement laborieuse l'étude du sujet. Pour 
vacciner les animaux et surtout fournir la preuve de leur état 
réfractaire, il faut trouver dans la nature des échantillons 
exceptionnels. Lorsqu’on les posséde, on a grand’pPeine & vac~ 
ciner les animaux par les méthodes déj& connues. Il n’est pas 
moins difficile d’obtenir des antisérums actifs et de prouver 
leur activité, cela d’autant plus que Ja souris semble étre un 
réactif infidéle du pouvoir antiinfectieux du sérum antistrepto- 
coccique. L’étude de l'agglutination est malaisée dans une 
espece microbienne dont les cultures s’agglutinent spontané- 
ment, l’espéce est morcelée en races antigenes multiples, 
bref, beaucoup d’obstacles encombrent Ja route qui eonduirait 
au but, l' immunisation antistreptococcique. 

A la suite de nos recherches anciennes, nous avons isolé un 
grand nombre d’échantillons de streptocoques; certains nous 
ont été fournis aimablement par nos collégues Lévy-Bruhl, 
Reilly, Truche et Urbain. Nous avons plus spécialement étudié 
93 échantillons humains et animaux, provenant des affections 
les plus diverses. Citons, parmi les infections humaines, les 
suivantes : suppurations ganglionnaires, péritonéales, pleu- 
rales, méningées, articulaires, cutanées, auriculaires, mas- 
toidiennes, sinusiennes, infections puerpérales, endocardite, 
septicémies diverses, scarlatine, érysipéle, angines, lésions 
pulmonaires, artérite, pemphigus. D’autres échantillons, 
animaux, proviennent d’espéces telles que: cheval (infection 


—— 


<— 
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gourmeuse ou autre), vache (mammite), cobaye, pore, 
mouton, singe, chien, poule, perruche, bouvreuil. Rien de 
spécial & ajouter & l'un de nos mémoires antérieurs (1) au sujet 
des caractéres de ces échantillons. Nous insisterons seulement 
& nouveau sur l’absence habituelle de pouvoir pathogéne 
accusé des streptocoques humains pour le lapin et la souris. 
Sur 60 échantillons, hémolytiques ou non, étudiés chez le lapin 
(dont 39 humains et 21 animaux), 8 seulement font périr le 
lapin, la dose intraveineuse mortelle de culture variant entre 
10-? et 10—-® cent. cube; sur ces 8 échantillons virulents, 
5 proviennent de chevaux gourmeux, 3 de la poule, aucun n'est 
dorigine humaine. Quant a la virulence pour la souris, elle est 
peu répandue. Sur 66 échantillons (48 humains et 18 animaux), 
19 seulement tuent la souris & des doses plus faibles que 
10—1 cent. cube, la dose mortelle atteignant rarement 10~° cent. 
cube; sur ces 19 échantillons, 6 proviennent des animaux 
(cheval, cobaye, poule). 

Cette rareté du pouvoir pathogéne des streptocoques vis-a-vis 
des animaux d’expérience usuels nous a conduits a étudier la 
virulence de certains échantillons chez les oiseaux, et en parti- 
culier chez le calfat (Padda oryzivora) et les oiseaux commu- 
nément appelés jeunes chanteurs, appartenant aux Plocéidés. 
Quelques recherches ont été faites chez le pigeon. Aucun des 
5 échantillons humains n’a tué les oiseaux; par contre, certains 
streptocoques, d’origine aviaire ou équine (gourme), inoculés 
dans les muscles, peuvent se montrer virulents et septicé- 
miques chez les oiseaux, méme & trés faibles doses. Ceux-ci 
succombent généralement d’une facon rapide et l’autopsie 
montre ja présence en abondance de streptocoques dans le sang 
et les viscéres; les corps microbiens sont parfois entourés dans 
le sang d’une capsule aisément colorable en rose par la fuch- 
sine. Le tableau ci-joint résume quelques titrages faits compa- 
rativement chez les rongeurs et les oiseaux. Les streptocoques 
virulents pour les oiseaux demeurent assez rares, et la viru- 
lence pour la souris ou méme le lapin n’implique pas néces- 
sairement, chez le méme échantillon, la virulence pour les 
oiseaux. 


(4) Ces Annales, 41, 1927, p. 919 et 1270. 
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Immunisation active du lapin. 


Notre objectif principal demeurant toujours la préparation 
de sérums antistreplococciques thérapeutiques, nous nous 
sommes attachés d’abord a |’étude de lwmmunisation active du 
lapin. Notre mémoire déja cité concluait a la difficulté de vac- 
ciner le lapin par les procédés en usage pour d’autres espéces 
microbiennes. L’emploi d’échantillons de virulence trés diverse, 
chez les uns nulle pour la souris et le lapin, chez un autre 
trés accusée pour le lapin (dose mortelle : 10—9 cent. cube de 
culture sous la peau) n’avaient fourni gue des succés irrégu- 
liers. Les antigénes avaient été administrés par voile veineuse 
ou musculaire sous des formes variées : cultures vivantes, 
émulsions microbiennes en eau physiologique chauffées une 
demi-heure & 55°, corps microbiens tués par l’exposition & des 
vapeurs antiseptiques ou & la température de 45°, maintenue 
vingt-quatre heures, etc. Cependant, dés 1926, nous obtenions, 
avec Nelter et Andié (1), des résultats meilleurs par l’emploi de 
cultures additionnées de ricinoléate de sodium. Nous inspirant 
d’expériences anciennes de Larson et ses collaborateurs sur les 
toxines et les espéces microbiennes, traitées par ce savon, nous 
étions parvenus a vacciner le lapin contre un échantillon 
aviaire de streptocoque virulent pour celte espéce (dose mor- 
telle, sous la peau, 10—* cent. cube); Jes lapins, ainsi vaccinés, 
supportaient le douziéme jour, aprés une seule injection sous- 
cutanée de culture ricinoléatée, l’inoculation, également sous 
la peau, de 100 doses mortelles de culture virulente. Mais un 
gros obstacle demeurait : le sérum des lapins traités depuis 
longtemps dans ces conditions diverses restait dénué de loute 
propriété préventive dans Vinfection expérimentale de la 
souris. 

Cependant ces résultats positifs, quoique isolés, offraient un 
contraste trop frappant avec nos innombrables résultats néga- 
tifs antérieurs et ceux des auteurs en général, pour que nous 
ne désirions pas poursuiyre ces recherches. Ce sont elles que 
nous allons exposer ici maintenant. Elles n’ont été possibles 


(1) C. R. Soc. Biol., 96, 1927, p. 184. 
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que grace & l’'amabilité de notre collégue André, pharmacien 
de la Salpétriere ; il a bien voulu préparer pour nous durant 
plusieurs années du ricinoléate de sodium, et nous sommes 
heureux de le remercier ici de sa précieuse collaboration. 

Le pouvoir bactéricide du ricinoléate de sodium varie 
vis-a-vis des différents échantillons de streptocoque. Koz- 
lowski (1), qui a fait une étude spéciale de cette question, 
trouve particuligrement sensibles des échantillons isolés de 
l’érysipéle, dela rougeole, de la scarlatine. Pour divers échan- 
tillons, humains et animaux, étudiés par nous, les cultures de 
seize heures a 35° en bouillon Martin glucosé & 2 p. 1.000 ont 
été additionnées de ricinoléate 4 des taux variables, placées 
sept heures & 35°, puis repiquées en milieu neuf. Dans ces 
conditions expérimentales, le taux de 1/10.000 se montre en 
général bactéricide, mais il faut alteindre 1/5.000 pour tuer 
certains streptocoques et pour d’autres il suffit de 1/50.000. 
Nous n’avons pas pu établir de relation entre la sensibilité d’un 
échantillon 4 l’action bactéricide du ricinoléate et son pouvoir 
pathogéne pour la souris ou l’age de sa conservation zn vitro, 
hors de l’organisme. 

Le plus souvent, lantigene employé pour immunisation 
active du lapin a consisté en cultures dans le milieu T, agées 
de huit heures & vingt-quatre heures, seize heures, en général, 
& 35°, mises en contact avec un égal volume de solution 
au milliéme de ricinoléate de sodium dans lau salée a 
1 p. 100. La concentration du savon dans le mélange injecté 
atteignait ainsi 1 p. 2.000. Nos premiers essais de vaccination 
par vove sous-cutanée ne fournirent que des résultats incon- 
stants: avec l’échantillon Maurice, d'origine aviaire, tuant le 
lapin sous la peau a 10~* cent. cube, 6 lapins sur 19, traités 
par une seule injection, résistérent seuls a l’épreuve de I injec- 
tion sous-cutanée de 100 doses mortelles. Nous trouvames 
qu’on pouvait obtenir des résultats meilleurs en utilisant Za 
vove veineuse. Aprés de nombreux tatonnements, nous fimes 
amenés & combiner l'emploi de la voie veineuse et celui des 
doses farbles et révétées dantigenes administrées pendant plu- 
sieurs jours de suite; les résultats s’améliorérent; quant a 


(1) Journ. of Immunol., 46, 1928, p. 203. 
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Vemploi d’une dose massive unique, il est & déconseiller. En 
général, nous injectons & chaque lapin dans la veine, quatre 
jours de suite, 1/2 cent. cube de mélange de la culture et de la 
solution ricinoléatée, une série de quatre injections étant 
séparée de la série suivante par un repos de dix jours. La vac- 
cination est le plus souvent bien tolérée et le poids desanimaux 
augmente aprés le traitement. L’épreuve est faite dix jours 
apres la derniére injection, par inoculation au lapin de culture 
virulente sous la peau ou dans la veine. 

Les résultats obtenus varient suivant l’échantillon de strep- 
tocoque utilisé comme vaccin. Avec le streptocoque aviaire 
Maurice, déja cité, 2 lapins sur 3 ont résisté a l’injection sous- 
cutanée de 100 doses mortelles. Avec |’échantillon aviaire 
Pion, tuant le lapin sous la peau & 10-‘ cent. cube et dans la 
veine & 10-® cent. cube, sur 16 lapins traités, on compte 
{1 vaccinés avec succes, c’est-a-dire les 2/3 environ; dés le 
quinziéme jour aprés le début de la vaccination, certains 
animaux pouvaient supporter linjection sous-cutanée de 
10 doses mortelles de culture. Mentionnons 4 lapins qui, aprés 
un traitement de trois mois, résistaient & linjection intra- 
veineuse de 1.000 et 10.000 doses mortelles, 2 d’entre eux 
ayant recu chacun, en 5 séries d'injections, un total de 38 cent. 
cubes de la culture ricinoléatée. Les autres lapins vaccinés 
avec succés ont supporté impunément 100 doses mortelles. 
Quant & ceux qui ont succombé 4 |’épreuve virulente, c’est 
quelquefois avec un retard d’une dizaine de jours sur les 
témoins-culture; l’examen microscopique du sang et des vis- 
céres peut demeurer négalif, l’hémolyse du sang faire défaut, 
et, seul, ’ensemencement de ce dernier déceler le strepto- 
coque. 

Les résultats se montrent nettement supérieurs avec l’emploi 
de certains échantillons gourmeux. Le streptocoque Macon I, 
qui tue le lapin dans la veine & 10-® cent. cube, vaccine 
6 lapins sur 6, l’épreuve étant faite quatre semaines aprés le 
début du traitement avec 10 41.000 doses mortelles. Le strep- 
tocoque Macon II moins virulent, qui ne tue le lapin qu’a 
10—* cent. cube dans la veine, vaccine également 6 lapins sur 6, 
dans le méme délai, contre 10.009 doses mortelles de l’échan- 
tillon précédent. Il semble donc que dans cette vaccinalion 
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comme dans d'autres, il y ait lieu d’attacher une grande impor- 
tance au choix de l’échantillon employé comme vaccin. 

Le choix de l’espéce animale utilisée pour étudier la vaccina- 
tion n’est d’ailleurs pas moins important. En effet, quoique 
Kozlowski (1) ait obtenu certains résultats favorables dans la 
vaccination de la sour’s par les antigénes ricinoléatés, nos 
propres résultats, dans des conditions différentes d’expérience 
mais intentionnellement trés variées, ont toujours été négatifs, 
que l’anligéne fit administré sous la peau, dans la veine, ou 
dans les muscles. Méme échece chez le ca/fat et le pigeon. 

Quelque favorables que se montrent les résultats de la vacci- 
nation du lapin au moyen des cultures ricinoléatées, on ne sau- 
rait évidemment conclure de 1a que l'emploi d’un savon est 
indispensable pour obtenir l'immunité contre le streptocoque. 
Nous avons pu vacciner également le lapin par un procédé tout 
différent. Un extrait streptococcique élait préparé d’aprés la 
technique suivante, dérivée de celle de Besredka (endotoxines 
microbiennes) et de celle de Teissier, Reilly et Rivalier (2) 
[antigéne extrait du bacille de Ducrey). 


Une culture en macération de panse glucosée a 2 p. 1.000 de l’échantillon 
aviaire Pion est centrifugée, le culot additionné de chlorure de sodium anhydre 
(4 gramme par litre de culture), soigneusement broyé, desséché sous le vide 
sulfurique. La poudre obtenue est mise en contact avec de l'eau distillée a 
la glaciére une nuit (1 centigramme de poudre pour 1 cent. cube d'eau dis- 
tillée); le lendemain, on centrifuge et on emploie comme antigéne le liquide 
clair surnageant. 


Kn traitant chaque semaine les lapins par une injection dans 
la veine, on parvient & vacciner le lapin. Par exemple, sur 
8 lapins traités par un nombre variable d’injections, nous 
voyons 5 lapins survivre a l’injecltion sous-cutanée de 100 doses 
mortelles de culture virulente ; ces animaux avaient recu quatre 
& sept injections vaccinantes, c’est-a-dire des volumes de cen- 
trifugat correspondant a la macération de 12 490 milligrammes 
de poudre chlorurée. 


(1) Journ. of Immunol., 15, 1928, p. 115. 
(2) Journ. Phys. et Path. Gén., 25, 1927, p. 268. 
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Antisérums obtenus chez le lapin. 


Quelles sont les propriétés du sérum des lapins vaccinés par le 
procédé au ricinoléate? Dans notre mémoire précédent, les 
lapins traités sows /a peau offraient des sérums dénués le plus 
souvent de propriétés préventives dans les épreuves d'immuni- 
sation passive faites chez le lapin et la souris. Nous avons repris 
ces expériences, en les modifiant quelquefois, avec |’échantillon 
aviaire Pion. Des lapins, pesant environ 2 a 3 kilogrammes, 
recevaient dans les veines des injections de cultures ricinoléatées 
suivant le protocole indiqué pour l'étude de la vaccination 
active. Il faut, en général, arriver 4 des doses égales ou supé- 
rieures & 5 cent. cubes de culture pour que le sérum des lapins 
présente des propriétés préventives chez la souris, et encore 
demeurent-elles trés faibles. Les résullats s’améliorent quand 
on fait succéder aux trois séries d’injections de quatre jours du 
type précédent des injections d’antigéne a doses plus fortes. On 
voit alors tel lapin ayant recu un total de 19 c. c. 1/2 de cul- 
ture (plus la solution de savon) fournir un sérum, dont 1/2 cent. 
cube injecté la veille sous la peau de la souris protége contre 
Vinjection intrapéritonéale faite le lendemain de !.000 doses 
mortelles de culture; 10 cent. cubes du méme sérum protégent 
le |Japin contre l’injection intraveineuse de 100 doses mortelles. 
Tel autre lapin, ayant recu en tout 5 cent. cubes de culture, 
posséde un sérum dont 1/2 cent. cube injecté la veille dans le 
péritoine de la souris protége contre 100 doses mortelles de cul- 
ture injectée le lendemain, par la méme voie. 


Antisérums obtenus chez le cheval. 


Ces résultats, obtenus dans |’élude de l’immunité passive du 
lapin, étaient malgré tout inconstants et nous aurions pu hésiter 
a étendre nos recherches aux chevauz. Bien nous prit cependant 
de persister, puisqu’elles se sont montrées salisfaisantes, réali- 
sent un progres incontestable sur les résultats jusqw ict obtenus. 

De nombreux échantillons de strep!ocoque ont été employés 
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pour ie traitement des chevaux, chaque animal recevant en 
principe toujours le méme échantillon. Les streptocoques, tous 
pathogénes, utilisés, provenaient des infections les plus diverses. 
Parmi eux, les uns étaient d’origine animale, isolés de la poule 
et du cheval (gourme), et tuant le lapin a faibles doses (10— ° cent. 
cube intraveineux) par septicémie, les autres avaient une ori- 
cine humaine (érysipéele, otite, scarlatine, broncho-pneumonie, 
endocardite, infection puerpérale), et étaient avirulents pour 
le lapin, peu ou pas virulents pour la souris. Tous ont été 
administrés par la voie veineuse, mais la forme de l’antigéne a 
varié au cours de nos expériences. L’emploi des corps micro- 
biens tués par le chauffage & 45° & sec, ou par l’alcool-éther, a 
été abandonné, des tentatives nombreuses chez le lapin et le 
cheval nous ayant montré que les streptocoques ainsi trailés 
sont médiocrement capables d’engendrer des anticorps protec- 
teurs in vivo. Nous avons essayé chez les chevaux, comme chez 
le lapin, l'emploi de l’antigéne au chlorure de sodium déja 
signalé. Les résultats ne sont pas négligeables, mais l'emploi 
des cultures ricinoléatées nous a paru préférable, les injections 
étant faites quatre jours de suite et réparties suivant des 
rythmes variés. Les saignées ont toujours lieu le dixiéme jour 
apres la derniére injection. Les chevaux peuvent supporter 
pendant plusieurs années l’administration des antigénes rici- 
noléatés ; il est juste de dire que certains échantillons de strep- 
tocoque sont plus difficiles & faire tolérer que d’autres. 

Le pouvoir antinfectieux des sérums ne peut, évidemment, 
étre étudié que vis-a-vis des échantillons de streptocoque 
capables de tuer Jes animaux. C’est dire que celte étude est 
limitée & des échantillons somme toute exceptionnels. Ici 
s’ajoule, en outre, une difficulté particuliére au streptocoque. 
Le choix de l’espéce animale ulilisée pour le titrage des sérums 
ne parait pas négligeable. Nous avons longtemps expérimenté 
avec la souris blanche, qui convient au titrage des sérums anti- 
pneumococciques. Devant des insuccés de plusieurs années et 
apres comparaison avec le lapin, nous avons plus ou moins 
abandonné l'emploi de la souris. Ce n’est pas qu’on ne rencontre 
quelquefois des échantillons de sérum doués de pouvoir pré- 
ventif chez la souris. Mais on observe ce résultat contradictoire : 
un sérum manifestement actif chez le lapin peut se montrer 
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médiocre ou inactif chez la souris. D’autre part, le méme 
échantillon de sérum titré deux fois de suite peut fournir des 
résultats divergents. Denombreuses variantes de technique ont 
été étudiées pour le titrage : mélange de culture et de sérum 
injecté dans le péritoine ou sous la peau, comprenant des doses 
fixes ou variables de sérum ; injections sous la peau de sérum, 
puis, le lendemain, dela culture; le procédé le moins infidéle 
nous a paru consister dans l’injection de sérum sous la peau la 
veille et de culture dans le péritoine le lendemain. Notons que 
nous avons vu parfois |’injection intrapéritonéale de sérum 
équin normal, pris comme témoin, se montrer capable de pro- 
téger la souris contre l’inoculation péritonéale de 1.000 doses 
mortelles, et la survie des animaux se produire avec des irrégu- 
larités dévoncertantes. Ces difficultés sont d’autant plus regret- 
tables que la souris, plus sensible aux streptocoques que le 
lapin, pourrait servir au titrage d’un plus grand nombre de 
sérums. Pareillement, chez le calfat et le prgeon, des sérums 
actifs pour le lapin sont demeurés impuissants 4 protéger ces 
deux espéces animales. Avec le lapin, par contre, les résultats 
sont d’une lecture beaucoup plus facile, et se montrent plus 
réguliers, plus logiques. 

Nous nous sommes donc arrétés 4 la technique suivante, que 
Vexpérience nous a révélé la meilleure. La veille, 5 4 10 cent. 
cubes d’antisérum sont injectés sous la peau du lapin, qui recoit 
le lendemain, dans la veine, 100 41.000 doses mortelles de cul- 
ture virulente en bouillon Martin-sérum équin (1/10), agée de 
seize heures & 35°. Des lapins témoins sont traités par le sérum 
équin normal, d’autres par la culture seule, a doses variées. 
Les lapins inoculés avec l’antisérum peuvent résister ou:suc- 
comber avec les témoins ou plusieurs jours aprés; en ce Cas, 
l’examen microscopique des organes est négatif, seul est positif 
Vensemencement du sang. 

Etudiés par cette méthode, certains sérums antistreptococciques 
& la dose de 5, parfois 2 cent. cubes, peuvent protéger les lapins 
contre Vanjection intraveineuse de 100 a 1.000 doses mortelles de 
culture. Par exemple, les lapins témoins meurent aprés avoir 
recu 10—° cent. cube de culture, les lapins-sérum résistent & 
10—?. Il faut noter que, parmi les échantillons utilisés comme 
antigeénes, ce ne sont pas toujours les plus virulents pour le 


618 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


lapin qui fournissent les meilleurs résultats. Le pouvoir anti- 
infectieux peut apparaitre trés tot dans le sérum des chevaux. 
Nous avons vu, avec quelque surprise, certains sérums posséder 
cette propriété dés le quinziéme jour, ces mémes sérums étant, 
bien entendu, inactifs avant le traitement. Cette activité précoce 
des sérums de chevaux s oppose a la lenteur des résultats, sou- 
vent médiocres, obtenus chez le Japin. Neufeld (1) a observé 
inverse, mais ses conditions expérimentales étaient toutes 
différentes. Nos résultats précoces s’opposent aussi a ceux que 
Marmorek (2) mettait si longtemps a obtenir. Le pouvoir anti- 
infectieux peut, d’ailleurs, baisser et disparailre pendant plu- 
sieurs mois puis réapparaitre ; quelquefois, il cesse avant la 
mort du cheval. D’une facon générale, les sérums actifs s’avérent 
actifs dés le début du traitement. 

Non seulement le sérum est préventif, mais il peut se montrer 
franchement curatif dans la septicémie streptococcique du lapin. 
Qu’on en juge par la lecture des résultats suivants. On injecte 
dans les veines de plusieurs lapins 10—* cent. cube, c’est-a- 
dire 1.000 doses mortelles de la culture Macon I, dont 10-® cent. 
cube tue le lapin en un jour a un jouret demi, puis on traite 
ces lapins, toujours dans les veines, par l ‘injection d'un sérum 
préparé avec l'échantillon Macon II. Sur 2 lapins traités une 
heure aprés Vinjection du virus, nous notons 2 survies; sur 
3 lapins traités deux heures aprés, 3 swrvies; sur 2 lapins traités 
quatre heures aprés, 2 survies; sur 2 lapins traités six heures 
aprés, / survie. AJoutons qu’un sérum préparé avec le strepto- 
coque Pion (appartenant & une race voisine de celle des échan- 
tillons Macon I et Macon II) a pu protéger un lapin injecté une 
heure plus tot avec le streptocoque Macon J. Au contraire, le 
sérum équin normal, méme administré une heure aprés le 
virus, est inefficace. Inefficace également un sérum préparé 
avec le streptocoque 41, d’une race différente. Nous voyons 
done ici un sérum se montrer impuissant & guérir le lapin 
infecté par un streplocoque de race étrangére; & propos de 
Vétude de l’immunité croisée, nous retrouverons pareil sérum 
impuissant & prévenir cette méme infection. 

Si nous insistons sur le pouvoir antiinfectieux de nos sérums, 


(1) Z. f. Hyg., 1903, 164. 
(2) Ces Annales, 9. 1895, p. 593. 
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pouvoir accusé chez le lapin, c'est que nous trouyons la un gage 
sérieux de leur efficacité thérapeutique. Quand le pouvoir anti- 
infectieux d’un sérum n’a pu étre démontré ou n’est pas, pour 
des motifs techniques, démontrable par des essais chez les ani- 
maux d’expérience, on exige avec raison que soit fournie la 
preuve de son efficacité dans le traitement des maladies spon- 
tanées humaines ou animales; ce serait le cas du sérum anli- 
streptococcique préparé par Vincent (1). 

La rareté des échintillons de streptocoque tuant rapidement 
le lapin par septicémie nous a amenés a tenter le titrage 
de nos sérums par un autre procédé. Gromakowsky (2), 
De Lavergne, Florentin et Gousset (3) ont déja étudié l’action 
des sérums sur l’érysipéle du lapia. Certains échantillons de 
streptocoque, inoculés sous la peau ou dans le derme du 
pavillon de l’oreille, sont capables, comme on sait, de provo- 
quer chez le lapin l’apparition d’un érysipéle. Le premier signe 
est un éryth?me au point injecté, éphémére ou durable, s’élen- 
dant parfois 4 toute la surface de l’oreille. Puis, apparait un 
cedéme, d’abord localisé, qui peut envahir également !’oreille 
tout entiére, devenue pendante. Si la mort ne succéde pas a 
Vinfection généralisée, l’edeéme peut se localiser. Parfois, on 
ne percoit qu’une infiltration trés limitée sous forme d'une 
amande ou d'un pois de consistance ferme; parfois apparait 
une escarre, dont lachute montre une ulcération laissant sour- 
dre, par pression, un exsudat blanchatre, crémeux, contenant 
des streptocoques. L’cedéme persiste parfois pendant plusieurs 
semaines, s’'accompagne de nécrose de l’extrémité de loreille . 
et de chute de poils. Des lésions d’aspect impétigineux du nez, 
la conjonctivite 4 streptocoques, peuvent compliquer encore 
Yérysipéle chez certains lapins, que UVcedéme de la face rend 
méconnaissables. En injectant 5 cent. cubes d’un antisérum 
dans la veine, et le lendemain la culture sous la peau de 
Voreille, nous avons observé quelquefois une atténuation indis- 
cutable des lésions, qui évoluent plus vite vers la guérison. 
Mais une premiére difficulté réside dans le fait que l’injection 
virulente ne provoque pas l’apparition de l’érysipéle infailli- 


(1) C. R. Acad. Sciences, 188, 1929, p. 1348; Bull. Acad. Méd., 107, ne 12, 1932. 
(2) Ces Annales, 9, 1895, p. 621. 
(3) C. R. Soc. Biol., 4041, 1929, p. 1193. 
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blement chez tous les lapins inoculés; aussi de pareilles 
recherches n’auraient quelque valeur que pratiquées sur un 
grand nombre d’animaux. Une seconde difficulté est due a ce 
que tous les échantillons de streptocoque, méme virulents pour 
le lapin, et méme d'origine érysipélateuse humaine, ne se 
montrent pas capables de produire l’érysipéle de loreille du 
lapin. 


Classification sérologique des streptocoques. 


Délaissant |étude du pouvoir agglutinant de nos sérums, 
étude particuligrement ardue malgré lemploi de techniques 
spéciales (Dochez) chez une espece spontanément agegluti- 
nable, nous nous sommes altachés a celle de la précipitation. 
Deux techniques peuvent étre utilisées dans ce but; elles four- 
nissent d’ailleurs des résultats tout différents. 


1° PrictPITATION DES FILTRATS DE CULTURES STREPTOCOCCIQUES. 


La technique est des plus simples. On ajoute a 1 cent. cube 
de culture en milieu T de seize heures, filtrée, 1 cent. cube de 
sérum. Ilse produit dans les cas positifs un trouble znstantané. 
On peut, plus simplement, utiliser le liquide de centrifugation 
de la culture, si la lecture du phénoméne est faite aussitét. 
Dans le cas contraire, les corps microbiens, quiayant échappé 
a la centrifugation sont restés dans le liquide clair, peuvent se 
. multiplier, et le trouble ainsi produit rendre le lendemain la 
lecture impossible. Nous n’avons pas étudié la précipitation 
tardive (dix heures) qu’on peut observer a 40° en mélangeant 
le filtrat de culture de streptocoque scarlatineux avec le sérum 
des chevaux ayant recu des injections sous-cutanées de filtrat, 
comme l’ont fait Ramon, Martin et Laffaille (1). Les sérums 
des chevaux que nous traitions autrefois par les corps micro- 
biens alcool-éther ne précipitent pas les filtrats. Les sérums 
des chevaux traités par les cultures ricinoléatées précipitent 
les filtrats de l’échantillon homologue, quelquefois seulement 
aprés plusieurs mois d immunisation, et, une fois établi, ce pou- 


(1) C. R. Acad. Sciences, 186, 1928, p. 1452. 
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voir précipitant ne disparatt plus. Il peut aussi s’exercer vis-a- 
vis des filtrats d’échantillons étrangers (1). 


2° PRECIPITATION DES EXTRAITS MICROBIENS. 


L’étude de cette précipitation nous a retenus beaucoup plus 
longtemps que celle de la précédente ; nous avons pu, grace 
a elle, réaliser un essai de classement des divers échantil- 
lons de streptocoque rencontrés, et nous devons remercier ici 
M*™ Lancefield de l'aide apportée & nos recherches. Les extraits 
microbiens étaient préparés suivant une technique presque 
identique a la sienne (2). 


Préparation de Vextrait.'— On centrifuge une culture de streptocoque 
agée de dix-huit heures 4 37° en bouillon Martin simple (pH = 7,8). Le culot 
‘de 1 litre de culture est émulsionné dans 9 c. c. 5 d’eau salée a1 p. 100; on 
ajoute alémulsion 0 €. c. 5 de la solution normale d’HCI. Ces quantités sont 
choisies de maniére 4 obtenir une concentration en HCl N/20. On plonge 
lémulsion quinze minutes dans l’eau bouillante en agitant de temps en 
temps, on refroidil, on centrifuge, |et le liquide clair est neutralisé par 
la solution normale de NaOH. Il se forme un précipité, on centrifuge a nou- 
veau, et le liquide clair est utilisé comme antigéne. Dams les cas ot la 
culture est maigre, on peut réduire le volume de l’eau physiologique a 7,6 
en opérant toujours avec une concentration d@HCl N/20. 

Précipitation. — On mélange a0 c.c. 4, ou0c.c3et 0c. c. 1d’antigéne a 
0 c. c.idesérum, et on compléte 40 c. c. 4 avec del’eau physiologique. Les 
tubes sont agités, placés deux heures 4 37°. On fait une premiére lecture aprés 
deux heures et une deuxiéme le lendemain, aprés séjour d’une nuit a la gla- 
ciére. Dans les cas positifs, on observe un trouble {plus ou {moins intense, 
qui peut méme apparaitre dés le mélange de l’antigéne et du sérum. 


Avant de parler des races de streptocoques, indiquons les 
propriétés précipitantes des sérums de nos chevaux vis-a-vis des 
extraus streptocoucciques correspondants. Les résultats dépen- 
dent ici de la forme sous laquelle est administré l’antigéne. Les 
sérums préparés au moyen des antigénes alcool-éther ne préci- 
pitent que peu ou pas. Les sérums préparés avec l’antigéne 
NaCl peuvent précipiter dés le quinziéme jour de |'immuni- 


(1) Les sérums de lapins traités par les cultures ricinoléatées dans la 
veine précipitent tous le filtrat correspondant, et quelquefois lextrait chlo- 
ruré déja cité. Quant aux lapins traités par cet extrait chloruré, leurs 
sérums le précipitent souvent, et dans certains cas rares, les cultures 
filirées. 

(2) J. of Exp. Med., 47, 1928, p. 91. 
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sation, avant méme de précipiter les filtrats de cultures. Quant 
aux sérums des chevaux traités par les antigénes ricinoléatés, 
c’est-a-dire le plus grand nombre de nos sérums, ils peuvent 
également précipiter d'une facon précoce. Rarement, nous 
avons constaté l'absence de ce pouvoir précipitant pendant 
tout le cours de l’immunisation, chez un cheval fournissant 
un sérum franchement actif vis-a-vis du lapin; il est vrai que 
des sérums doués dindiscutables propriétés antiinfectieuses 
ont pa nous apparaitre dénués de tout pouvoir fixateur dans 
l’épreuve de Bordet-Gengou. Par contre, le pouvoir précipitant 
peut se rencontrer chez un sérum dépourvu de propriétés 
antiinfectieuses. Aussi ne peut-on,semble-t-il, s appuyer actuel- 
lement sur la constatation du pouvoir précipitant pour pré- 
sumer a coup sir de lactivité chez le lapin. Impossibilité 
d’autant plus regrettable que de pareils sérums antimicrobiens 
ne se prétent souvent pas au titrage chez l’animal. Quant aux 
sérums de malades, nous en avons examiné trois. Le premier, 
prélevé au huitiéme jour aprés laccouchement, provenait d’une 
femme atteinte d'infection; le deuxiéme avait été recueilli aprés 
deux mois chez une malade présentant une pleurésie, puis 
un érysipéle. Les deux échantillons de streptocoque correspon- 
dants appartenaient au méme groupe; aucun des deux sérums 
n’a pu protéger la souris contre l’infection causée par le plus 
virulent des deux échantillons. Ajoutons que le sérum de la 
puerpérale ne précipitait pas l’extrait microbien correspondant 
et, pas pius que le sérum de la pleurétique, ne se montrait 
antihémolytique (1). Quant au troisiéme sérum, il avait été 
fourni par un homme alteint de pemphigus végétant grave; 
il ne précipitait pas non plus l’extrait préparé avec l’échantillon 
de streptocoque isolé de lésions cutanées. 

Revenons maintenant a la question des groupes de strepto- 
coques. Lancefield, quia publié toute une série de recherches 
sur la structure chimique des streptocoques, arrive & classer 
les streptocoques hémolytiques en plusieurs groupes. Cette 
classification a été obtenue en faisant agir sur les extraits 
chlorhydriques microbiens, des sérums préparés chez le lapin 


(1) Il est juste d’ajouter que, depuis ces recherches, Todd a fait connaitre 
une technique assez compliquée permettant de déceler une antihémolysine 
streptococcique (J. Exp. Med., 55, 1932, p. 267). 
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par injection de cultures chauffées, puis de cultures vivantes. 
Un échantillon de streptocoque engendre, en elfet, un sérum 
qui posséde la propriété de précipiter avec élection son 
propre extrait, et les extrails d’un certain nombre d’autres 
échantillons. Lancefield édifie ainsi plusieurs groupes ; ils 
correspoudent aux groupes fondés jadis par Dochez, Avery et 
Lancefield (1) sur les résultats de l’agglutination et de ’immu- 
nité passive que conférent les sérums de lapins immunisés. 
Agapi (2), en Roumanie, appliquant la technique de Lance- 
field, a étudié 38 streptocoques presque tous hémolytiques et 
d’origine scarlatineuse. Par l'emploi de sept sérums précipi- 
tants de lapins préparés avec sept deces échantillons, il arrive 
a les répartir en quatre groupes. 38,8 p. 100 de ces strepto- 
coques ne peuvent étre classés. 

Nous-mémes, préoccupés constamment du choix d’échan- 
tillons destinés & l’immunisation des chevaux, avons depuis 
trois ans cherché a classer un grand nombre de sltreptocoques 
pathogénes rencontrés chez l'homme et les animaux. La tech- 
nique de Lancefield nous a servi 4 ce classement. Nos sérums 
réactifs ont été préparés chez de lapin a Vaide de certains 
échantillons de streptocoque traités par le ricinoléate : notre 
technique a été décrite plus haut, 4 propos de la vaccination 
du lapin. Assez souvent, aux séries de quatre injections 
décrites, on faisait succéder quelques injections plus abon- 
dantes d’antigéne, aprés lesquelles on saignait les animaux. 
Au bout d’un nombre variable de semaines de traitement, le 
sérum des lapins acquiert la propriété de précipiter les extraits 
streptococciques préparés suivant la technique de Lancefield; 
cette propriété peut exister dés le vingt et uniéme jour, mais 
en général nous avons saigné les lapins entre le deuxiéme et le 
troisiéme mois. Les sérums de nos lapins semblent ainsi 
acquérir des propriétés précipitantes aussi rapidement qu'avec 
le procédé de Lancefield; le traitement est en général bien 
toléré. Il faut signaler cependant que certains échantillons 
d’origine humaine (érysipéle) ou animale (gourme, mammite) 
n’ont pas engendré de précipilines chez les lapins utilisés. 
Comme le montre le tableau ci-joint, 18 échautillons de strep- 


(1) J. Exp. Med., t. 30, 1919, p. 179. 
(2) C. R. Soc. Biol., 141, n° 30, p. 242. 
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tocoques, hémolytiques ou non, ont été employés chez le lapin 
pour préparer des sérums précipitants, qui ont été appliqués & 
l'étude des streptocoques correspondants et de beaucoup 
d'autres. Les 18 échantillons choisis comme antigénes ont été 
isolés en France, d'infections humaines ou animales; seuls les 
échantillons 43 et Williams sont d'origine américaine. Les 
échantillons Septicémie et Angine ont été isolés & Madrid par 
le D' Jimenez. Ne figurent pas dans ce tableau certains sérums, 
peu nombreux, auxquels il a été fait allusion, ne précipitant 
pas leurs propres extraits microbiens. Parmi les sérums 
étudiés, certains ne précipitent d’ailleurs exclusivement que 
l’extrait microbien correspondant; tels sont les sérums pré- 
parés avec les streptocoques Septicémie (phlegmon), David 
(endocardite), Williams (scarlatine), Vaugirard (mammite de 
la vache), Mammite (origine analogue). La plupart des sérums 
précipitent certains extraits seulement, dune fagon plus ou 
moins intense. 

En choisissant comme réactifs certains sérums dont le 
domaine précipitant est particuliérement étendu, on arrive a 
isoler un certain nombre de groupes. 

Un premier groupe (Macon I, Macon II, Suippes 1485, 
Suippes 1627, Saint-Cyr, Caen, Guingamp, Singe, Gadiou) et 
le sous-groupe voisin (Pion, Lebigre) comprennent la plupart 
de nos échantillons animaux et en particulier équins isolés 
dans la gourme. 

Un deuxiéme groupe (Erysipéle) et le sous-groupe voisin 
(Desch) renferment le plus grand nombre de nos streptocoques 
humains : Lemaire, Septicémie, 2, Sinusite, Texier, Gold, 
Pemphigus, 18, Beckérich, Coutez, Vivier, Carles, 16, Martin, 
Richard, Angine, Beauvy, Ostéoarthrite, Blés, 1,5, 23, Colon. 

Un ¢éroisiéme groupe (37) contient les échantillons 41, 
Richard, 15, Claude Bernard, Gold, Gaston. 

Un quatriéme groupe rassemble, autour de Il échantillon 
américain Lancefield, les échantillons Merklen, Interne, Lau- 
bert, de Seze. 

Un cinguiéme groupe ne comprend que deux échantillons, 
d’ailleurs non hémolytiques, Boutillier et Jaquet. 

Ainsi 48 streptocoques ont pu étre classés en cing groupes. 
Un simple regard jeté sur notre tableau montre aussitdt 
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qu’aucun groupe — excepté le premier — ne « ramasse » tous 
les streptocoques isolés dans une affection définie, telle que 
endocardite, érysipéle, infection puerpérale, otite, scarlatine. 
Dés 1919, Dochez, Avery et Lancefield (1) arrivaient 4 une 
conclusion analogue par l’étude de leurs groupes agglutinants. 
Sacquépée et Fricker (2) inclinent vers celte opinion. Seul, le 
premier groupe contient exclusivement des streptocoques ani- 
mauz, certains aviaires différant un peu des équins gourmeux 
par leurs caractéres de précipitation. Brocq-Rousseu, Forgeot 
et Urbain (3) avec la réaction de fixation, Urbain, Carpentier 
et Chaillot (4) avec l’agglutination, arrivent pareillement a 
séparer les streptocoques gourmeux des autres streptocoques. 

Est-il besoin d’ajouter que notre classification est toute pro- 
visoire, d’ailleurs incompléte, d’autres groupes étant suscep- 
tibles de surgir aprés des examens ultérieurs? Certains échan- 
tillons forment, chacun pour lui, un groupe spécial sans relation 
avec les autres, et, en outre, nous trouvons dans _ notre 
tableau 21 échantillons sur 73 dont les extraits sont rebelles a 
toute précipitation au moyen des sérums réactifs. Dochez, 
Avery et Lancefield signalent déja 32 p. 100 des streptocoques 
hémolytiques étudiés par eux comme inagglulinabies par leurs 
sérums. Sédallian (5) qui a fait une étude importante d’un 
grand nombre d’échantillons, isolé plusieurs groupes et pré- 
paré des sérums thérapeuliques correspondants, est parvenu a 
classer 87 streptocoques hémolytiques en six groupes par la 
méthode de Ja saturation des agglutinines. Mais il trouve 
35,5 p. 100 des streptocoques hémolytiques impossibles a classer. 
Remarquons que notre collection se compose de streptocoques 
hémolytiques et non hémolytiques, d’origine certainement 
plus disparate, humaine ou animale, que les collections pré- 
cédentes. Il est & noter que les extraits de nos streptocoques 
non hémolytiques sont impossibles & précipiter par les 
sérums préparés avec des streptocoques hémolysants ou ne 
sont précipitables que par le sérum correspondant. Pour les 


\1) J. Exp. Med., loc. cit. 

(2) C. R. Soc. Biol., 104, 1930, p. 1215. 

(3) Ces Annales, 36, 1922, p. 646. 

(4) C. R. Soc. Biol., 102, 1929, p. 736. 

(5) P. SEpDALLIAN. Etudes sur les BEALE hémolytiques palhogénes chez 
UVhomme. Lyon, 1923. 


628 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


échantillons aberrants, la plupart ont été étudiés peu aprés 
leur isolement, on ne saurait donc admettre que leurs pro- 
priétés aient subi quelque changement par suite d'une longue 
conservation dans les milieux de culture. Remarquons enfin la 
parenté qui relie aux streptocoques francais le streptocoque 
Lancefield 43 américain et les deux streptocoques espagnols. 

Nous noterons encore, en analysant le tableau, que certains 
échantillons fournissent des extrails précipitables par des 
sérums réactifs de groupes différents. Tel est le cas, parmi 
d’autres, de l’extrait Gold sensible aux sérums 2, Desch, 
Erysipéle, d’une part, et, d’autre part, aux sérums 37 et 41 
préparés eux-mémes avec des streptocoques d’un groupe diffé- 
rent. On serait lai en présence de streptocoques a antigénes 
complexes. C’est la notion a laquelle aboutissent déja les 
recherches de Dochez, Avery et Lancefield (1919) sur lagglu- 
tination, puis de Lancefield (1928) sur la précipitation. Dés 
1925, Sédallian nole l’existence de streptocoques & antigénes 
complexes, l’antisérum correspondant a un échantillon n’étant 
saturé que par ce dernier. Nos recherches confirment donc les 
travaux de ces auteurs. Ajoutons que Durand et Giraud (1), 
ensemencant par piqire profonde divers échantillons de strep- 
tocoques dans une gélose additionnée de fécule ou d’amidon 
(0,5 a 1 p. 100), ont rencontré un certain nombre de germes 
producteurs de pigment jaune brique. Sédallian les classe dans 
ses groupes n®* 5 et 6. Liun d’eux, échantillon Bretonnier, 
quil nous a aimablement remis, d’isolement ancien, n’entre 
dans aucun de nos groupes. D’ailleurs, sur 52 échantiilons de 
streptocoques dont 16 animaux, aucun ne s’est montré chro- 
mogéne dans les conditions indiquées; cette variété de strep- 
tocoques parait donc exceptionnelle actuellement. 

Notre classification, toute imparfaite qu'elle est, nous a servi 
non seulement 4 confirmer la notion de races, mais & choisir 
un certain nombre de streptocoques de propriétés antigénes 
différentes pour l’immunisation des chevaux. Elle permet 
aussi, en présence d’un échantillon isolé chez un malade, de 
savoir quel sérum serait parliculitrement indiqué pour le 
traitement. Mais, dira-t-on, existe-t-il, calqués sur ces groupes 


(1) Annales Institut Pasteur de Tunis, 1923, 
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de précipitation, des groupes d’immunité? Autrement dit, 
s'agit-il des mémes groupes? C’est l’opinion des auteurs précé- 
dents. En fait, les réponses & cette question ne sont pas nom- 
breuses. Comme les échantillons streptococciques tuant les 
animaux & faibles doses sont rares, il est souvent impossible 
de réaliser des expériences d’immunité croisée. Voici quelques 
résultats obtenus par nous. 

En ce qui concerne limmunité active, nous avons pu, & 
Vintérieur de notre premier groupe, vacciner avec un échan- 
tillon contre plusieurs autres. Par exemple, la souche Macon I, 
d’origine gourmeuse, vaccine le lapin contre 1.000 doses mor- 
telles de sa propre culture, et contre 1.000 doses mortelles de 
léchantillon Caen, également dorigine gourmeuse; une fois 
sur deux, elle a vacciné contre 100 doses mortelles de la souche 
Pion, streptocoque aviaire, appartenant 4 un sous-groupe 
voisin par ses réactions précipitantes. Pareillement |’échan- 
tillon gourmeux Macon II (premier groupe) vaccine contre 
10.000 doses mortelles de 1’échantillon Macon | (premier 
groupe) et un lapin sur deux contre 1.000 doses mortelles de 
la souche Pion (sous-groupe voisin). Mais remarquons que ni la 
souche Macon I ni la souche Pion ne vaccinent le lapin contre 
léchantillon aviaire Maurice, quine rentre dans aucun de nos 
groupes; toutefois, l’échantillon Macon Il a pu vacciner un 
lapin sur deux contre 1.000 doses mortelles de la souche Mau- 
rice. Y aurait-il, d’aprés ce dernier exemple, a l'intérieur 
méme d'un groupe donné, certains échanlillons doués d’un 
pouyoir antigene particulitrement vaste? La solution de ce 
probléme appellerait un complément de recherches. Si |’on 
passe maintenant a l’immunité passive, nous voyons les sérums 
équins, titrés chez le lapin, exercer exclusivement leur action 
sur les échantillons appartenant au méme groupe que l|’échan- 
tillon qui leur correspond. Par exemple, les sérums Macon II 
(premier groupe) protégent le lapin contre |’échantillon Macon! 
(premier groupe), mais les sérums Gold (deuxiéme groupe), 
2 (deuxiéme groupe), 44 (troisiéme groupe) — impossibles, il faut 
lajouter, 4 titrer sur les trois streptocoques correspondants — 
sont incapables de protéger les lapins contre |’échantillon 
Macon I. Il nous est méme arrivé de voir un sérum actif contre 
son propre échantillon de streptocoque etinactif sur un deuxiéme 
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échantillon appartenant au méme groupe : c’est dire les diffi- 
cultés qu'on peut rencontrer en matiére de sérothérapie anti- 
streptococcique. 


Conclusions. 


Nous arréterons ici l’exposé de nos résultats. Qu'en devons- 
nous conclure a l’heure actuelle, et si celte étude peut servir a 
« faire le point » comment le ferons-nous? On arrive & vac- 
ciner le lapin contre le streptocoque et pour les échantillons de 
streptocoque virulent, les seuls capables de fournir la preuve 
de leur pouvoir vaccinant, les antigénes ricinoléatés nous ont 
fourni des résultats franchement supérieurs 4 tous les autres 
anligenes employés. Chez le cheval, ces mémes échantillons 
virulents pour le lapin ont engendré des anlisérums possé- 
dant un pouvoir préventif et curatif absolument incontestable sur 
Vinfection du Japin. Peut-on aller plus loin? Peut-on obtenir 
des sérums aclifs, en partant d’échantillons pathogénes chez 
homme, mais peu ou pas virulents pour les animaux d’expé- 
riences, c’est-a-dire en partant de la plupart des échantillons 
de streplocoque? Nous nous appliquons depuis longtemps a 
résoudre ce probleme. La difficulté consiste maintenant & 
fournir Ja preuve que ces sérums sont doués d’activité. Comme 
le titrage chez les animaux est impossible, force est d’attendre 
la réponse que fournira leur essai dans le traitement des 
infections naturelles, humaines ou animales, dues atx échan- 
tillons correspondants. Les résullats de la vaccination active 
du lapin nous font craindre qu’un antisérum soit médiocre- 
ment actif, lorsqu’il exerce son action sur une infection due a 
un streptocoque d'une race différente; mais une analyse plus 
approfondie des propriétés antigénes de divers échantillons 
appartenant au méme groupe s' impose avant qu’on puisse étre 
fixé. 

« Les streplocoques, sous les formes employées jusqu’ici, 
morts ou vivants, écrivions-nous en 1927, semblent se com- 
porter comme des germes dépourvus pour ainsi dire de 
facultés antigénes, tout au moins en ce qui regarde la forma- 
tion d’anticorps protecteurs... Malgré les recherches d’expéri- 
mentateurs si nombreux, on serait embarrassé de trouver 
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actuellement dans le monde entier un sérum protégeant & 
coup sur un animal contre une inoculation virulente. » Nous ne 
souscrivons plus & ces propositions et nous pouvons affirmer 


que nous possédons aujourd’hui un sérum actif contre linfec- 
tion expérimentale du lapin. 
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SPECIFICITE DE LA REACTION ALLERGIQUE 
COMME PROCEDE DE DIAGNOSTIC 
DE LA MELITOCOCCIE OVINE (i), 


par le Dt Ch. DUBOIS, 


Directeur des Services vélérinaires du Gard. 


Dans une précédente publication, }’ai montré, en collabora- 
tion avec le D* Sollier (2), que l’injection dans le derme du pli 
eaudal d’une émulsion de Br. abortus P. tués provoquait une 
réaction allergique de caractére spécifique chez les ovins et 
caprins infectés par Brucelle melitensis ou porteurs de ces 
germes. 

L’objet du présent mémoire est de fournir des précisions 
complémentaires sur les caractéres de ceite réaction et, sur- 
tout, d’apporter des preuves nouvelles de sa spécificité. 

Voici le détail des différentes questions qui seront successi- 
vement développées : 


Cuapitre 1. — Résultats comparatifs de la réaction allergique 
provoquée par Tingection, soit de Br. abortus P. tués, soit de 
mélitine, chez les ovins atteints de métilococcte expérimentale 
ou naturelle. 


Cuaeirre Il. — Exrpériences de contrdle signalant les résultats 
observes : 

1° Chez des ovins atteints de mélitococere naturelle soumis a 
lintra-dermo-réaction avec une émulsion de B. typhiques : 

2° Chez des ovins indemnes, cliniquement et sérologiquement, 
de mélitococcie, soumis a lintra-dermo-réaction effectuée avec 
une émulsion de Br. abortus tués ; 


(1) Cu. Dusors. Comptes rendus de l'Académie des Sciences, 495 p. 834 
séance du 7 novembre 1932. d 

(2) Cu. Dusors et N. Sorter. Diagnostic expérimental de la mélitococcie 
ovine el caprine par la recherche des réactions dallergie. Comptes rendus 
de Académie des Sciences, 195, p. 722, séance du 24 octobre 1932. 
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3° Chez des ovins sains, en des régions indemnes de mélito- 
coccie, soumis a Cintra-dermo-réaction pratiquée a Vaide de 


' ’émulsion de Br. abortus tués. 


4° Chez des ovins sains soumis a des injections successives 
avec lantigéne préciteé. 


Cuapirre IL]. — 1° Princtpaux caractéres de la réaction aller- 
gigue. 
2° Preuves de sa spécificité. 


CONCLUSIONS. 


Technique suivie au cours de l’expérimentation. 


Dans toutes les expériences précitées, la technique ci-aprés 
indiquée a été suivie. L’inoculation de l’antigéne, quel qu'il 
soit, a été opérée dans le derme et vers le tiers supérieur de 
Pun des plis dela queue, 4 la dose de 1/3 de centicube. 

Les antigénes suivants ont été employés : 

1° Mélitine : Celle-ci a été préparée suivant la technique de 
Burnet et conservée en ampoules scellées au frigorigéne. Elle a 
été utilisée quelques jours ou deux ou trois semaines au 
maximum aprés sa préparation. 

2° « Br. abortus » P. tués (1): Le produit de raclage de la sur- 
face d'une culture de trois jours sur gélose de Br. abortus est 
émulsionné dans de l’eau stérile, salée & 8,5/1.000, de facon a 
obtenir une richesse microbienne de 2 milliards de germes par 
centicube. On chauffe pendant une heure a 70° et on répartit en 
ampoules scellées que l’on chauffe encore & 70° pendant une 
heure. Les ampoules sont conservées a la glaciére. 

3° B. typhiques : La suspension de B. typhiques est préparée 
avec une culture sur gélose agée de vingt-quatre heures, sui- 
vant la technique suivie pour la préparatiou de |’émulsion de 


Br. abortus. Comme cette derniére, elle renferme 2 milliards de 
germes par centicube. 


(4) Cette souche provient de l'Institut Lister. 
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CHAPITRE PREMIER 


Résultats comparatifs de la réaction allergique 
provoquée par linjection, soit de « Br. abortus » tués, 
soit de mélitine, chez des ovins atteints 
de mélitococcie expérimentale ou naturelle 


I. — Meétirococcte EXPERIMENTALE. 


Les mémes expériences, ci-aprés indiquées, ont été répétées 
deux fois, 4 un mois d’intervalle environ. 

Les premiéres ont élé effectuées le 9 aout et les secondes les 
12 et 13 septembre 1932. Tous les animaux appartenaient a 
exploitation A... & Nimes (1). 


Expérience n° 1. — Une premiére expérience a été entreprise sur 24 brebis 
primipares, saines, A4gée de quinze a dix-huit mois, qui avaient recu, cha- 
cune, le 19 juin 1932, 4 milliard de Br. melitensis vivants. 

Le 9 aout 1932, soit vingt jours aprés l'inoculation virulente, on effectueun 
prélévement de sang en vue de la recherche du séro-diagnostic de Wright 
sur ces 24 brebis. Ensuite, on injecte a 12 de ces brebis, dans le derme de lun 
des plis de la queue, 4/10 de centicube dune émulsion de « Br. abortus » tués. 
Les animaux sont examinés chaque jour, pendant trois jours de suite. A la 
fin du troisiéme jour, on note 41 réactions locales positives et 1 négative. 

D’autre part, les températures de chaque animal sont relevées trois 
heures, six heures, neuf heures, douze heures et vingt-quatre heures aprés 
linoculation dermique. 

Le 9 aout également, on injecte dans le derme de l'un des plis de la queue, 
aux 12 autres brebis infectées expérimentalement, 4/10 de centicube de méli- 
tine. On note l'intensité de la réaction dermique au bout de un jour et de 
deux jours, mais les températures ne sont pas prises. A la fin du deuxiéme 
jour, on note 14 réactions dermiques positives et 1 négative. 

Les tableaux I et II donnent toutes précisions sur les constatations qui ont 
été faites au cours de l’expérience précitée. 

Expérience n° 2, — Un mois environ apres les expériences précitées, jugées 
en partie insuffisantes, celles-ci ont élé répétées sur les mémes animaux et A 
aide des mémes antigénes. Cette fois, on a recueilli le plus de renseigne- 
ments possible sur les réactions observées. 

Le 12 septembre 1932, 12 brebis du premier lot recoivent de la mélitine 
(4/£0 de centicube) dans le derme de l'un des plis de la queue, Le lendemain, 
43 septembre, la méme épreuve est faite avec la suspension de Br. abortus A 
9 brebis sur 12 de l'autre lot, 3 brebis en période d’avortement n’ayant pu 


(t) Je n’ai pu mener a bien cette longue et minutieuse expérimentation que 

erdce au concours de mon confrére M. Doutre, docleur vétérinaire 4 Nimes 

. . ar fe ? 
que je remercie ici trés chaleureusement. 


e 
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Tasteau Il. — Mélitococcie expérimentale. Résultats de lintradermo- 
réaction effectuée, le 9 aout 1932, a l'aide de la mélitine. 


LT ( 


REACTION LOCALE INTRADERMIQUE SERG DTAGRDERIE 
NUMEROS DES BREBIS 
: de Wright 
Apres 24 heures Apres 48 heures 
————EEss 
38. af + 0 
aM) = 0 +- oh 0 
RD vei ity Rei, ces stele 0 + _ 0 
4A. ++ -~+ + 4/30 
42, 0+ — + 1/30 
BOs (2) Syehaey Nae ( } 0 
44 Sete {| J- + 1/30 
46 apes owl 0 
AT. | ~ _ 0 
Nd SRE Be Oete, (+ = 0 
49. Se + 0 
pbs ante Bao + SE 0 
Nota. — Au jour de |’expérience, aucun avorlement n’avait été relevé. 


étre utilisées. Les renseignements concernant ces expériences, et qui sont 
de méme ordre que ceux déja indiqués dans les expériences identiques faites 
précédemment, sont notés dans les tableaux III et IV. 


APPRECIATION DES RESULTATS. 


Des renseignements portés aux tableaux I et II, d'une part, 
et [fl et IV, d’autre part, résultent les constatations suivantes : 

1° Dans l’expérience n° 1 (tableaux I et II), dans chaque lot 
de 12 brebis infectées, 11 ont eu une réaction posilive soit 
avec la mélitine, soit avec Br. abortus. Au total, sur 24 brebis 
éprouvées vingt jours aprés leur infection expérimentale, 
22 ont réagi & l'inoculation dermique, alors que le séro-dia- 
gnostic de Wright n’a signalé l’existence de l’infection que sur 
8 de ces animaux. 

Dans l’expérience n° 2 (tableaux III et [V), sur les 12 mémes 
brebis infectées, la réaction dermique 4 l'aide de la mélitine a 
donné encore 11 résultats positifs et 1 négatif sur les mémes 
sujets. Sur 9 autres brebis (lot des 12 de l’expérience n° 1) la 
méme réaction & l’aide de Br. abortus a fourni 9 résultats posi- 
tifs. 

En résumé, les antigénes employés ont montré une grande sen- 
sibilité pour déceler l’infection mélitococcique. Sur 24 épreuves 
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a la mélitine, 22 ont été positives, et sur 20 épreuves a |’émul- 
sion de Br. abortus 20 ont été positives. 

2° La réaction locale a présenté une intensité et une durée 
variables. L’cedéme local apparait, généralement, entre la 
douziéme et la vingt-quatriéme heure qui suit l’inoculation de 
Vantigéne, s’accroit ensuite pour atteindre son maximum entre 
la trente-sixiéme et la quarante-huititme heure, puis décroit 
pour disparaitre entre le quatriéme et le dixiéme jour. Chez 
trois animaux (tableau IV), la réaction n’a été positive qu’au 
bout de deux jours et demi. Pratiquement, c’est le deuxitme 
jour qu’il faut la rechercher. 

La réaction est plus ou moins volumineuse selon les sujets. 

Chez quelq ues animaux on trouve encore plusieurs semaines 
aprés l’inoculation un noyau induré de la grosseur d’un pois a 
une noisette. 

3° La réaction locale s’accompagne souvent d’une réaction 
générale, caractérisée surtout par une hyperthermie marquée. 

A signaler, notamment, quavec Ja mélitine, toutes les réac- 
tions locales positives, moins une, ont été accompagnées d'une 
réaction thermique comprise entre 1°4 et 2° (tableau ILI). 

Cette constatation est tres importante. Elle montre que |’in- 
jection dans le derme de cet antigéne ne se traduit pas seule- 
ment par un cedéme local, mais aussi presque toujours par une 
réaction générale caractérisée par une hyperthermie notable. 
Enfin, rarement d’ailleurs, on observe des signes de trislesse 
et d'inappétence. 

Ainsi peut-on rapprocher les effets de cette épreuve de ceux 
observés chez les bovidés tuberculeux soumis a |’épreuve de la 
tuberculine. Cette constatation met en évidence, une fois de 
plus, les points de contact qui existent entre la mélitococcie et 
la tuberculose. 

4° La réaction allergique a été observée chez presque tous les 
ovidés, vingt jours aprés que ceux-ci avaient recu une inocu- 
lation de Br. melitensis vivants. La réaction est donc précoce. 

5° Une premiére injection de l’antigéne spécifique ne pro- 
vogue pas l’accoutumance, puisque, dans la premitre expé- 
rience, sur 24 bétes infectées, 22 ont réagi, et, dans la seconde, 
sur 21 de ces mémes hétes déja éprouvées, 20 ont réagi. 

Une premiére injection d’antigéne sensibilise plutot l’orga- 
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nisme chez les sujels infectés. La réaction est apparue, en effet, 
plus tot chez les animaux qui avaient été soumis antérieurement 
1 l’épreuve de la mélitine ou de I’émulsion brucellique. 


Tapieau V. — Mélitococcie naturelle. Résultats de Vintradermo-réa 


= REACTION THERMIQUE & 
“A Relevé des températures Sg 
2 = 
rs e 
Le a a RNS RR RE ee 
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5 2 § 3 s-| 3 2 |-s—2 1 2.5- eens eee z 
: 3 § cog | Ems | Eps | S32 | BSS | B35 S 
2 zg 2 Sap | 268 | Bao | 285 |] 265 | aes 5 
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4 39,2 39,3 3958 Sac! 38,7 39 Bone ( 
2 39,2 39,4 Bb eS 4M 40,6 40 39,7 : 
3 39 Bien! Sueo 39 38 ,2 38,6 39 { 
4 38,8 38,6 39 39,3 39,3 40,5 39,5 d 
5 39,3 Bo, 2. 39,4 39,2 40,4 39,6 38,7 . 
6 39 Son: oa 40,8 43 39,9 Bi es) ; 
it Bs )ae 39,6 40 iA AA ,2 4l 40 : 
8 353 394 39.9 40,5 40,6 40,6 40,2 
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NUMEROS Relevé des températures REAC 
des therm 
‘ 13 heures 46 heures 19 heures 23 heures 
brebis (1) é Ee de apres aprés aprés aprés maxi 
Vinoculation (2)} ljnoeulatioy | Finoculation | Vineculation | linoculation 
u 38,6 40,8 40,4 40,3 3 40,1 2, 
42 38,5 40,5 40,7 40,4 40,2 y). 
43 39 4A 40,5 4th 40,9 2a 
44 39,6 39.5 39,7 40 40 0, 
15 39,5 39,3 39,9 40,3 40,3 0, 
16 39,8 39,3 39,4 40,3 40 0, 
17 38,8 41,6 411 4A 40 2 
AS 39 38,7 Sone 39 39 0, 
19 3952 44 ,2 4A 40,8 39,4 2 
20 38,8 39 39,4 40 39, % ul 


(1) Il s’agit d'une nouvelle notation, les animaux ayant di étre pour la plupart, 4 nouveau mar 
_ (2) Les brebis de 1 4 10 ont subi l'inoculation intradermique le 15 mars, a 8 heures et cell 
tivement deux, cing, sept, dix, vingt-lrois et vingt-cing heures aprés l’moculation; pour les dix 


Ti. — Mé&titococcte NATURELLE. 


Les considérations qui viennent d’étre exprimées sur les 
résultats de la réaction allergique chez les ovidés atteints de 
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mélitococcie expérimentale s’appliquent presque complétement 
aux ovidés atteints de mélitococcie naturelle. Le tableau n° V 
donne les renseignements recueillis sur 20 brebis infectées 


sctuée, le 145 mars 1932, avec &r. abortus. 


REACTION LOCALE 
Intensité aprés 


ETAT DE LA GESTATION 


SERO-DIAGNOSTIC 
de Wright 


{ jour 2 jours 3 jours 4 jours 
0 0+ ae ot 0) Stérile. 
+ + ++ + + 1/30 Avortée. 
+ == a5 o+ 0 Avortée. 
6 Je + o+ 0 Stérile. 
0 0 0 0 0 Stérile 
0+ _ ++ + 0 Avortée. 
9 aa + 0+ + 1/30 Avortée. 
o+ + + + 0 Avortée. 
6 0 U 0 0 Stérile. 
0+ + ++ oe 0 Stérile. 


REACTION LOCALE 
Intensité aprés 
SERO-DIAGNOSTIC 
ETAT DE LA GESTATION 


de Wright 

| jour 2 jours 3 jours 4 jours 
0 (ae Vee stale 0 Avortée. 

at hae 1 ats + 4/100 Avortée. 
= ae + ot 4/50 Avortée. 
0 0 0 0 0 Mise bas normale, allaite. 
9 0 0 0 + 1/50 Mise bas normale, allaite. 
0 0 0 0 + 1/50 Mise bas normale, allaite. 
~ +--+ ++ a 0 Avortée. 
i] 0 0 8 0 Non pleine. 
0 0 0+ + 0 Mise bas normale, allaite. 
6 0 0 0 0 Non pleine. 


ile méme jour 4 18 heures. Pour les dix premiéres brebis, les températures ont été prises respec- 
empératures ont été prises, treize, seize, dix-neuf et vingt-trois heures aprés |’inoculation. 


naturellement et qui ont été soumises a l’inoculation d'une 
émulsion de Br. abortus tués. Sur 20 brebis, 13 ont donné 
une réaction dermique positive qui, pour 11 d’entre elles, 
a 6t6 accompagnée d’une hyperthermie ayant duré de six & 
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Tantrau VI. — Résultats de l'intradermo-réaction eff eq) 
chez 20 ovidés atteints de mélitococcie natu 


REACTION THERMIQUE 
Relevé des températures 


NUMEROS 
des brebis Be 3 heures 6 heures 10 heures 24 hed! 
a aprés aprés aprés — apr 
de Vinoculation | |'jnoculation l'inoerlation V'inoculation linocuy 
lesen exe 38,8 39 39,1 38,7 383) 
D etna es, aie ; 38,9 39 40 40.4 38 i] 
Ct Oat) eae SRaT 39 39,6 39,3 38} 
| 
era VeNes 28,9 39 40 40,6 393) 
Digs Mey toy. ea tases 38,8 3955 40 39 38 5 
ORGS Ste Sy pret 38,7 38,8 40 39 38} 
ste Se asane Soa 39 = te | 39,4 39} 
Sram 2s fee 38,7 39 BS} 39,2 39) 
OR. Cao en 38,6 38,8 3952 39,2 38} 
LO Pees eras 38,7 38,8 1 39,2 383 
‘ REACTION THERMIQUE 
= Relevé des températures 
NUMEROS 
Recetas lors 13 heures 16 heures 19 heures 23 he 
eo alee aprés aprés aprés apr 
de l'inoculation | |'jgoculatioa Vinoculation linoculaticn Vinocw 
0 eee tree Misi 39,1 39 39,2 39,5 39) 
0 i eae PR ete ort 38,7 39 3953 39,1 39 )j 
EIB Y reenter! Ger te. 38,9 39 39,6 40 39) 
Ree Needy Peer at 39 39 ,2 39,2 39 39) 
Albino bce keke 38,9 39 Bas) 39,6 39) 
Ali easyer cs Jes veces 39,1 38,8 Haul 39,3 39) 
US mae cleo. i sali eee 38.1 39.5 39,6 39,5 39! 
LE eh aly 39),2 39,2 39,2 39) 
PAU) eke), Uae aes 39,2 39 39 39 39) 
Nota. — Pour les brebis marquées de 1 a 10, l'inoculation a été faite le matin et les tempé 


inoculation a été pratiquée le soir et la prise des tempéralures n'a eu lieu qu’a partir de Ja tr 


dix heures et dont le maximum a été compris entre 1°6 et 2°4. 

A ce propos, précisons que, lorsqu’on voudra noter les 
variations thermiques, il conviendra de pratiquer, de préfé- 
rence, l’inoculation de l’antigéne, le soir, et de prendre les 
températures toutes les deux ou trois heures, a partir de la 
neuvieme et jusqu’a la vingtiéme heure. 
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ic une €mulsion de corps microbiens de B. typhiques tués, 
oérience faite les 30 et 31 mars et 1, 2 et 3 avril 1932. 
: REACTION 
CLO locale maximum 
thermique 1, 2, 3. 4 jours OBSERVATIONS 
S aprés 
maximum 
Vinoculation 

0,3 0 

4,2 0 : : 

0,9 o+ A présenté une petile réaction locale non 
positive (0+) dune durée de 12 heures 
ad dans les 24 heures qui ont suivi l’inocula- 

tion. 
4) 39,3 lag 0+ A présenté une petite réaction locale (a partir 
| de la douziéme heure) non positive (0 +) 
dune durée de moins de 24 heures. 
) 39,2 a2 0 
ih 39 i.3 0 
i) 39,2 0,7 () 
ip oo 52 » 0) 
i, 3954 0,6 0 
) 38,9 0,5 0 
ee 
REACTION 
REACTION locale maximum 
OBSERVATIONS 

ermique maximum 1; 2, 3) 4 jours 
hi apres linoculation 

0,4 0 

0,6 0 

14 0 

0,5 0 

0,7 0 

0,2 0 

0,9 0 

0,4 0 

» 0 


CHAPITRE II 


Expériences de contrdle. 


i. L'expérimentation qui vient d’étre rapportée, faite sur des 
| ovins atteints de mélitococcie expérimentale ou naturelle, 
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Tasreau VII. — Résultats de l'intradermo-réaction a l'aide d'une émulsijj 
indemnes de mélitococcie. Expérience des 24, 22, 23, 24 et 25 mars 1932. 


REACTION THERMIQUE 
Relevé des températures 


SEXE ET NUMEROS 


; 3 heures 6 heures 10 heures 
des ovitles lors de aprés aprés apres 
Yinoculation | Vinoculation | l'inoculation 
Vinoculation intra- intra- intra- 
dermique dermique dermique 


| Kélier 41 eae 39,5 39,3 39,4 
Mouten@ry ita as 40 a oo 50 
Montemars oe © scl 39 ou 
Brebissay stils 2) sale 2 39,3 39,4 
Brebishorye coe ue : 39 38,9 
Brebrs i625 7s) © Noite are 39,2 39,6 
Brebis 7 a chee 4,2 40,3 


IBREDISUS et a nee ee 3952 
Brebise9: oe. snc R 39,4 
BrebisM0e: = eee 0 40 


KEACTION THRRMIQUE 
Relevé des températures 


SEXE ET NUMEROS 


‘ 14 heures 17 heures 20 heures 
des ovidés lors de apres aprés aprés 
Vinoculation | inoculation | l'inoculation 
linoculation inira- intra- intra- 
dermique dermique dermique 


NMOULOT Tee 38,9 
Mouton 12 SS es : 39 

Belieruise aac.) sees 39, Sone 
Mouton 2 saa ners 9, Sosa 


Nowton 5.0. een ‘ 39 
Mouton 46. 39 
Mouton 47. . Soe 
Mouton 18. . . 39 
Mouton 19. . Beet 


soumis a l’inoculation intradermique effectuée avec la mélitine 


ou l’émulsion de Br. abortus, a été complélée par les trois expé- 
riences suivantes : 


Expirience n° 1.— Recherche des réactions observées chez des 
svins atteints de mélitococcie naturelle(1) soumis al'intradermo- 


\1) Les mémes que ceux signalés au Tableau n° Y. 


REACTION 


REACTION ae : 
SERO-DTAGNOSTIC 
yi heures thermique 1, 2, 3, 4 jours : OBSERVATIONS 
rapras aprés de Wright 
ifoculation maximum 


Vinoculation 


cococeoeo 


A mis bas le lendemain de l’ino- 
culation d'un produit vivant a 
terme. 


REACTION 


REACTION 


locale SERO-DIAGNOSTIC 
Wee eures thermique | 1, 2, 3, 4 jours a OBSERVATIONS 
+ aprés : aprés de Wright 
oculation maximum 
¥ Pera. linoculation 
ermique 
38,8 0,4 0 0 
38,9 0,4 0 0 
pt » 0 0 
* 40 0,8 0+ 0 Une petite réaction locale (0 +) 
non positive apparue le premier 
jour. A disparu 12 heures apres. 
39,9 0,6 0 0 
39,2 » 0 0) 
39, 1 » 0 0 
39 0,4 0 0 
0 0 


\ton effectuée a Vaide dune émulsion de B. typhiques tués 
leau n° VI). 
<PERIENCE n° 2. — Recherche des réactions observées chez des 
scliniquement et sérologiquement indemnes de mélitococcie, 
ws a lintradermo-réaction effeciuée a Caide dune émul- 
de Br. abortus éwés (Tableau n° VII). 
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Les résultats portés au Tableau n° VI établissent gu’aucune 
réaction locale positive n'a été observée. Les deux wdemes 
locaux, de faible volume, qui ont 4 peine duré une douzaine 
d’heures, constituent des pseudo-réactions. Quant a I’hyper- 
thermie, elle a été, en général, peu accentuée. La réaction 
de 1°7, présentée par la brebis n° 4, était due, probablement, a 
ce que celle-ci était en train d’avorter. 

Les résultats indiqués au Tableau n° VII sont encore plus 
démonsiratifs. Les réactions locales ont été toutes négatives et 
elles n’ont été accompagnées que d'une hyperthermie faible, qui 
n’a alteint, au maximum, que 0°9. 

En résumé, tous ces résultats sont nettement en faveur de 
la spécificité de la réaction dermique. 


Exeérience n° 3. — Résultats de [intradermo-réaciion pra- 
tiquée a Vaile de Vémulsion de Br. abortus tués sur des ovidés 
sains, en des régions indemnes de mélitococcie. 


Cette expérience de contréle était indispensable a effectuer pour juger de 
la valeur spécifique de la réaction allergique. 

Dans l’impossibiiité ot nous étions de pouvoir trouver, dans le Gard, un 
nombre important d’animaux, stirement indemnes de mélitococcie et n'ayont 
jamais eu de contact avec des sujels infectés, nous avons dt chercher d'autres 
régions, en France, ou cetle expérience put étre effectuée avec toutes les 
garanties scientifiques désirables. 

Mes collégues MM. Brune et Sausseau, Directeurs des Services vétéri- 
naires, ont bien voulu procéder a cette expérimentation dans leurs départe- 
ments respectifs. Nous les remercions infiniment de la précieuse collabora- 
tion quils nous ont apportée en la circonstance. : 

Voici les constatalions quils ont faites a la suite de ‘inoculation, dans le 
derme d’un des plis de la queue, de 4/10 de centicube d'une émulsion de Br. 
abortus tués. 


I. — Exekrrences rAitrs PAR M. BrUNE SUR VES OVIDES D’Eurr-ET-Loir 
ET DE LA SARTHE. 


1° Troupeau de M. F... & B... : 

22 brebis, croisement berrichon, Ile-de-France; Agées, vides. Inoculation 
le 16 juillet 1932. 

Visite de controle le 17 juillet, trente-six heures environ aprés l’inocu- 
lation; aucune véaction. 

2° Troupeau de M. C... aS... : 

33 sujels, issus de croisements divers, agés de deux a cinq ans (32 brebis 
pleines ou présumées telles, et 1 bélier). 

Inoculation le 26 aout 1932. 

Visite de controle le 28 aoul 1952. Aucune réaclion. 
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3° Troupeau de M. Il... & A... : 

63 brebis Agées, vides, de race berrichonne, Ile-de-France, provenant de 
plusieurs lots achetés en Bure-et-Loir et dans les départements voisins. 

Inoculation le 7 septembre 1932. 

Visite de controle le 8 septembre et le 9. Aucune réaction. 

4° Troupeau de M.?... a F... 

243 brebis de trois 4 cing ans, 1 bélier, 8 agneaux, tous de race Dishley- 
mérinos, et de divers croisements. 

Inoculation le 10 septembre. 

Visite de contrdéle le 12 septembre : une pseudo-réaction et 251 réactions 

négatives. 

Visite de controle le 12 se eas Aucune réaction chez tous les animaux. 

5° Troupeau de M. D... a.. 

79 sujets (1 bélier, 64 brebis 6 deux a quatre ans, 14 agneaux; les adultes: 
Dishley-mérinos ; les agneaux, croisements Charmois-Dishley-mérinos), 

Inoculation le 10 septembre 1932. 

Visite de controle les 12 et 13 seplembre. Aucune réaction. 

6° Troupeaux de MM. R... 4 H..., A... a P... et F... @ S... : comprenant au 
total, 4 béliers, 6 agnelles et 9 brebis. 

Inoculation le 16 septembre 1932. 

Les animaux ont été revus aprés yingt-quatre et quarante-huil heures, 
Aucune réaction n'a été observée. 

En résumé, sur 433 brebis, 7 béliers et 28 agneaux, il n'a été observé 
aucune réaction positive 4 la suite de l’injection de l’antigéne brucellique. 

Il. — Expérience Faire pAR M. Sausseiu SUR DES OVIDES DES DguXx-SEVRES. 

Troupeau de 152 ovidés comprenant 74 brebis de deux a six ans, toutes 
Saines, 16 moutons de dix-huit mois, 1 bélier, 65 agneaux et agnelles de cing 
a Six mois. 

« Linoculation a été pratiquée !e 11 juillet. Les sujets ont élé examinés 
« yingt-quatre, quarante-huit et soixante-douze heures aprés lJ'injection. 
« Aucund’eux n’a présenté de réaction appréciable. L’effet du produit injecté 
« a paru absolument nul. » 


En conclusion, il résulte des deux expériences précitées que 
620 ovidés, indemnes de mélitococcie, soit 503 brebis, 8 béliers, 
16 moutons et 93 agneaux, n’ont donné aucune réaction a la 
suite de l'injection de |’émulsion de Br. abortus tués. 


CHAPITRE III 


I. — Principaux caractéres de la réaction allergique. 


1° L’émulsion de Br. abortus, aussi sensible que la mélitine, 
pour déterminer la réaction locale, principale manifestation de 
état d'allergie, est Vantigene de choix. Commode et peu cot- 
teuse & préparer, elle conserve, indéfiniment, son activité, alors 
Annales de Ulnstitut Pasleur, t. L, n° 5, 1933. 43 
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que la mélitine, entre autres inconvénients, ne conserve som 
activité que pendant un temps parfois trés limité. 

2° La réaction allergique se traduit par un edéme local et une 
réaction générale caractérisée surtout par une hyperthermie mar- 
quée. Cette dernitre apporte un élément compJémentaire utile 
pour l’établissement du diagnostic. La réaction thermique parail 
cependant moins constante que celle observée chez les bovidés 
tuberculeux soumis & linjection sous-cutanée de tuberculine. 

3° Linoculation intradermique étant correctement faite, et 
les animaux inoculés étant examinés pendant le temps voulu, 
cest-a-dire pendant 1, 2, 3 et 4 jours, les défaillances de la 
réaction locale paraissent rares alors que celles de la réaction 
thermique semblent plus fréquentes. En tout cas, ces défail- 
lances sont beaucoup moins fréquentes que celles que l'on cons- 
tate par lemploi du séro-diagnostic de Wright. 

4° L’antigéne brucellique ne produit pas l’accoutumance, 
mais plutot la sensibilisation plus grande de l’organisme. 

5° La réaction allergique est précoce et parait devoir per- 
sister pendant longlemps. 


Experience n° 4. — Résultats obtenus a la suite d injections 
successives, dans le derme du pli caudal, de Br. abortus tués, 
chez des ovins indemnes de mélitococcie (Exploitation S..... 
a Nimes. Vétérinaire M. Doutre. 


Chez cinquante moutons qui avaient présenté, le 17 décembre 1932, une pre- 
miére intra-dermo réaction négative, trois autres injections dermiques, 
toujours avec l’émulsion de Br. abortus, ont été pratiquées, en alternant Je 
pli caudal, les 19 et 29 décembre 1932 et le 13 janvier 1933. 

Les animaux ont été revus, aprés chaque épreuve, douze, vingt-quatre. 
quarante-huit et soixante-douze heures aprés l’inoculation. 

Les résultats ont été constamment négalifs. Aucune réaction locale n'a élé 
observée. : 


Il. — Preuves de la spécificité de la réaction allergique. 


La réaction allergique est dite positive lorsqu’elle se traduit 
par un cedéme local, accompagné ou non d’hyperthermie (1). 


(1) En l'absence de réaction locale, il n'a pas été constaté dhyperthermie 
marquée. 
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Cette réaction est spécifique de l'infection mélitococcique ainsi 
qu il résulte des constatations suivantes : 

1° Chez les ovidés infectés expérimentalement par Br. meli- 
tensis, la réaction locale a été observée chez la totalité des 
animaux éprouvés par l’émulsion de br. abortus et la presque 
totalité de ceux inoculés avec la mélitine. 

La réaction locale a été, le plus souvent, accompagnée d'une 
hyperthermie marquée qui s’est manifestée, généralement, 
entre la neuviéme et la vinglitme heure, aprés l’inoculation; 

2° La réaction allergique (edéme local et hyperthermie) a 
été observée également chez les ovidés atteints de mélilococcie 
naturelle ; 

3° On n'a observé ni réaction docale, ni réaction thermique 
marquée : 

a) Chez des ovidés atteints de mélitococcie naturelle éprouvés 
avec une émulsion de B. typhiques,; 

6) Chez des ovidés cliniquement et sérologiquement indemnes 
de mélitococcie, éprouvés avec une émulsion de Br. abortus. 

4° On n’a observé aucune réaclion locale positive, chez 620 
ovidés sains appartenant a des régions indemnes de mélitocoecic 
(Sarthe, Eure-et-Loir, Deux-Sévres) inoculés avec une émul- 
sion de Br. abortus. 

5° Les injections successives de Br. abortus, tués, dans le 
derme du pli caudal ne produisent aucune réaction totale chez 
les ovidés sains. 


Conclusions. 


1° La technique de choix pour rechercher la réaction aller- 
gique chez des ovidés suspects de mélitococcie consiste a injecter 
dans le derme d’un des plis sous-caudaux, 4/10 de centicube 
dune émulsion de Br. abortus tués. 

Cet antigéne donne des résultats comparables & ceux obtenus 
avec la mélitine. Son principal avantage, qui justifie son emploi, 
est qu'il conserve indéfiniment son activité, alors que la méli- 
line n’est active, le plus souvent, que pendant trés peu de 
temps. 

2° La réaclion allergique est caractérisée, essentiellement, 
par un cedéme plus ou moins volumineux, au point d’inoculi- 
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tion, d’une durée de plusieurs jours, et qui s’accompagne, 
généralement, d’une hyperthermie marquée. 

Dans un troupeau soumis 4 |’intradermo-réaction, c’est le 
deuxiéme jour qu'il convient, pratiquement, de rechercher la 
réaction d’allergie. 

3° La réaction allergique survient peu de temps aprés l'in- 
fection et persiste longtemps apres celle-ci. Elle est donc & la 
fois précoce et durable. 

k° Les défaillances de la réaction paraissent rares. Son emploi 
répété chez les mémes sujets inféctés, 4 un court intervalle, ne 
produit pas l’accoutumance, mais plutdt Ja sensibilisation de 
Vorganisme. 

5° Des constatations suivantes, il résulte que la réaction 
allergique, faite suivant la technique qui a été indiquée, est 
spécifique de linfection mélitococcique : 

I. La réaction allergique est presque constamment observée 
chez les ovins atteints d’infection expérimentale ou naturelle; 

II. L’injection de B. typhique & ces animaux ne produit 
aucune réaction ; 

III. La réaction allergique, pratiquée avec |’émulsion de 
Br. abortus, n’a pas été constatée une seule fois sur plus de 
600 ovidés sains appartenant & des régions indemnes de méli- 
tococcie. 

6° En conclusion, la recherche de la réaction d’allergie con- 
stitue un procédé pratique et suffisamment sir de diagnostic 
de la mélitococcie ovine, ce qui implique donc, ,désormais, 
abandon du séro-diagnostic de Wright. 

7° Une nouvelle prophylaxie, basée sur la recherche de la 
réaction allergique, doit étre mise en wuvre pour lutter contre 
la mélitococcie. 


RECHERCHES EXPERIMENTALES SUR LA PATHOGENIE 
DE LA MENINGITE CEREBRO-SPINALE 
ET SUR LA VIRULENCE DES MENINGOCOQUES 


par le Professeur P. ZDRODOWSKI, 


Chef de la Section Epidémiologique de I'Institut{;de Médecine Expérimentale 
de Léningrad. 


Dans un premier Mémoire publié ici-méme en collaboration 
avec E. Voronine, nous avons fait part de nos recherches sur 
la méningite cérébro-spinale expérimentale chez le lapin et 
sur l’immunologie dans la méningococcie (1). Le présent 
Mémoire résume nos observations ultérieures concernant 
Vinfection méningococcique. Le probléme de la pathogénie de 
la méningile cérébro-spinale et celui de la virulence des 
méningococques font le sujet principal de ce Mémoire. 


PREMIERE PARTIE 


1. — La méningite cérébro-spinale et la méningococcie 
d’aprés les recherches expérimentales. 


« Pendant longtemps, dit Ch. Dopter, on a considéré la 
« méningite cérébro-spinale comme une entité morbide bien 
« définie. On sait actuellement qu'elle n'est qu’une des mani- 
« festations de la méningococcie et trés vraisemblablement 
« une localisation secondaire et éventuelle de la septicémie 
« méningococcique. Le rhino-pharynx est la porle d’entrée 
« du méningocoque. Il végéte et pullule au niveau de la 
« muqueuse et des formations lymphatiques. [] pouvait s’y 
« cantonner et ne pas franchir la premiére étape rhino-pharyn- 


(1) Ces Annales, n° 5, 1932. 
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« gée des porteurs de germes; mais en d'autres circonstances, 
« et dla faveur d’un fléchissement de la résistance organique, 
« ilenvahit lorganisme pour y déterminer les lésions connues 
« de la méningococcie, et notamment des lésions méningées. » 

Telle est la conception actuelle de la nature et de la patho- 
vénie de la méningite cérébro-spinale, d’aprés la belle expli- 
salion de Ch. Dopter (1). Nous avons essayé d’appuyer cette 
conception par des faits d’ordre expérimental. 

Comme nous I|’avons montré, l’injection de méningocoque, 
directement dans la cavité sous-arachnoidienne, provoque chez 
le lapin la méningite cérébro-spinale avec septicémie ménin- 
eococcique secondaire. Il était intéressant d’essayer s'il est 
possible de reproduire chez ces animaux des lésions méningées, 
erice & une septicémie méningococcique primaire. Dans le cas 
d'un résultat positif, nous aurions alors ume preuve expéri- 
mentale en faveur de la conception actuelle de la pathogénie 
hsmatogénme de la méningite méningococeique. Mais le pro- 
bléme posé exigeait avant tout d’étudier en détail la possibilité 
de reproduire chez le lapin la septicémie méningococcique en 
général.. 


a) RECHERCHES SUR LA SEPTICEMIE MENINGOCOCCIQUE PRIMITIVE 
CHEZ LES LAPINS. 


Nous avons injecté par voie intraveineuse une série de 
lapins avec une dose massive (5 milliards), d'une culture de 
méningocoques (B-126). Ensuite, nous avons cherché, a des 
intervalles variés, & déceler la septicémie méningococcique 
chez ces animaux. Dans ce but,nous avons ensemencé 5 a 
6 cent. cubes de leur sang, obtenu par la ponction du cur, 
dans des ballons contenant 50 cent. cubes de peptone glucosée 
de Martin. Les résultats de ces expériences sont présentés dans 
le tableau I. 

Comme on peut le voir en examinant le tableau I, Vinjection 
mtraveineuse de méningocoques produit chez les lapins une 
septicémie méningococeique vraie et assez prolongée. Notons, 
en outre, que les hémocultures obtenues étaient toujours 


(4) Cu. Doprer. L’Infection méningococcique, 1924, p. 47. 
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‘Tasteau |. — Infection par vote veineuse des lapins et septicémie 
méningococcique primaire. 


‘ a HEMOCULTURE APRES 
an 
Bee 
NUMERO Bo Se eee 
; PONS | Cin 3 On hao 2 | 8 2 Bel a S a 
des lapins 2 ae E E 8 5 5 5 g 3 5 
ek oe Pe News er St eles 
Weenie, ecg Gans Ao 5 + + 
oreo tases re 1.360 5 + + 
A ee eae 4.400 5 + =f 
S20tr ate on eee 1.360 i + 
Ue ere eA iss00) tS ae 
HM es bes tes 1.620 ej +) + 
clothe, at eect aa Se at| suerte) | 5 + 


Le signe + indique cullure positive. 


abondantes, c’est-a-dire que les méningocoques pullulent éner- 
giquement dans l’organisme du lapin. 

Ainsi, la septicémie méningococcique « primilive » peut étre 
réalisée chez les lapins. 


4) La SEeTICSMIE MENINGOCOCCIQUE PRIMITIVE ET LES LESIONS MENINGEES 
SECONDAIRES CHEZ LES LAPINS. 


L’infection méningococcique par voile veineuse ne provoque 
pas en général chez les lapins de symptomes méningés bien spé- 
ciaux. Nous en avons conclu dans notre premier Mémoire que 
ce mode d’infection ne donne aucun résultat. Nous n’avions 
pas alors d’observations assez nombreuses 4 ce sujet. Nous 
avons renouvelé ces recherches, en les effectuant systéma- 
tiquement a l’aide de techniques plus délicates et plus pré- 
cises. 

Le schéma des expériences entreprises était le suivant : les 
lapins ont été injectés par voie intraveineuse avec des doses 
modérées ou massives (3 4 5 milliards) de méningocoques. 
Tout de suite aprés l’injection, une série de lapins a été sou- 
mise au « pompage » d’aprés Speranski (évacuation répétée du 
liquide céphalo-rachidien). Une autre série d’animaux reste dans 
les conditions ordinaires de l’infection par voie veineuse (sans 
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pompage). Aprés six heures, vingt-quatre heures et trente- 
six heures, on fait chez tous les animaux la ponction occipi- 
tale pour examen microscopique et bactériologique du liquide 
céphalo-rachidien ; en méme temps, on les observe soigneu- 
sement au point de vue clinique. Les résultats de ces études 
sont présentés dans le tableau II. 


Tasieau Il. — Infection méningococcique par voie veineuse primitive 
et infection méningée secondaire chez les lapias. 


AR LEY EES EE SS AE EET OE ET CR EE NTS EA 


EXAMENS DU LIQUIDE CEPHALO-RACHIDIEN 
apres les ponctions 


o 
I 
3s 
n =< = 
ole etch aay Ho =) 6 heures 24 heures 36 heures 
Sc a LR = Deg re) 
So I eles < 
Ss S) ES (i Sroe| ae a 
2a Wh eset erty 88 RS Pe fed Se Ihe a 2 
Zo ha aloo Geen Ua z o 2 > 
ee lesa ee z : 
é S| el 2s] @ 2 
a3 ae 8 = 
= = a 
18 1.750 |B-110] 5 0 0 ae 44 ab 
45 4.300}B-110) 5 0 o}+ + +. 
18 1.450 |B-182] 5 0 0 = 
196 4.600} A-S5] 5 0 ? + 
149 4.400 }A-196] 5 () ) 0 
825 1.700 )A-496} 5 | + +++] + |Méningite expliquée. 
Gh) 4.700 |A-196] 5 = oS 
99 4.400 }A-496) 5 Se » = 
2 1.450 ]B 442] 8 ++ f) + 
5 4.650 }B-182] 5 +- () 0 


. 


Les signes indiquent: A, pour les leucocytes, 0, absence; 4-, rares; ++, quantité 
motores +++, trés nombreux; B, méningocoques, 0, culture négative; +, culture 
positive. 
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Nous voyons, que l’examen bactériologique montre la pré- 
sence de méningocoques dans le liquide céphalo-rachidien 
chez presque tous les lapins soumis a l'injection intraveineuse. 
On trouve ces germes dans le liquide dés la sixigme heure aprés 
linjection intraveineuse, on les décéle encore aprés trente-six 
heures. On constate également que le pompage n’est pas indis- 
pensable pour la pénétration des méningocoques dans la cavité 
sous-arachnoidienne. Quant au liquide céphalo-rachidien il 
peut rester normal, ou bien il peut contenir telle ou telle 
quantité de leucocytes, ou bien encore il peut devenir purulent. 
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L’infection méningée demeure en général sans symptémes 
cliniques marqués ; seulement dans certains cas on observe une 
méningite plus ou moins marquée. En somme, nos recherches 
ont montré, que les méningocoques administrés dans la veine 
pénétrent réguligrement dans la cavité sous-arachnoidienne. 
Cependant, grace a la résistance marquée des lapins, l’accumu- 
lation modérée des méningocoques dans le systeme nerveux ne 
donne lieu & aucun symptéme et provoque seulement quel- 
quefois des lésions méningées de degré variable. Nos expé- 
riences confirment néanmoins la conception actuelle sur l’ori- 
gine hématogéne de la méningite cérébro-spinale. 


c) INFECTION MENINGEE PRIMITIVE 
ET SEPTICEMIE MENINGOCOCCIQUE SECONDAIRE CHEZ LES LAPINS. 


L’injection de méningocoques dans la cavité sous-arachnoi- 
dienne provogue chez les lapins une méningite cérébro-spi- 
nale. Dans les cas mortels l’examen bactériologique montre 
réguliérement la présence des méningocoques dans le sang. 
Ainsi l’infection méningée primaire provoque chez les lapins la 
septicémie méningococcique secondaire. Il nous a semblé inté- 
ressant d’éludier plus en détail ce phénoméne. 


Tasteau III]. — Infection méningée primaire 
et septicémie méningococcique secondaire chez les lapins. 
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Le signe + indique culture positive. 


Dans ce but nous avons infecté par voie sous-arachnoidienne, 
un lot des lapins. Ensuite nous avons examiné bactériologi- 
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quement le sang recueilli par ponction du cour faite a des 
différents intervalles de temps {voir plus haut la technique 
des ensemencements du sang). Les résultats obtenus sont pré- 
sentés dans le tableau III. 

Ainsi les méningocoques introduits dans la cavité sous-arach- 
noidienne envahissent trés rapidement l’organisme du lapin. 
La rapidité de la généralisation de infection méningococcique 
est tres grande. Les ensemencements du sang quinze minutes 
apres l’infection par voie sous-arachnoidienne donnent déja une 
culture abondante. En se basant sur les expériences exposées Ci- 
dessus, on peut supposer que la septicémie méningococeique 
d'origine secondaire est constante également dans les cas de la 
méningite cérébro-spinale humaine. I] faut donc interpréter 
la méningite cérébro-spinale comme une infection générale. 


2. — Analyse expérimentale du pouvoir pathogéne 
des méningocoques. 


Nous avons montré, dans notre premiére série de recherches 
sur la méningite expérimentale, que injection sous-arachnoi- 
dienne d’une dose suffisante des méningocoques tués par la 
chaleur provoque chez les lapins certains symptOmes morbides. 
En liaison avee ces observations préliminaires nous avons 
entrepris des recherches spéciales sur l’action d’endotoxines 
méningococciques dans le but d’examiner plus complétement 
le pouvoir pathogéne des méningocoques. 

Les expériences d’introduction sous-arachnoidienne de 
méningocoques tués par le chauffage ont confirmé compléte- 
ment les résultats de nos recherches antérieures. Les lapins 
traités de cette maniére répondent par une réaction bien carac- 
térisée. Ils manifestent, quelques heures aprés l’injection de 
méningocoques tués, une polypnée bien marquée et une éléva- 
tion de la température jusqu’a 40° C et plus. Dans les cas d’in- 
toxication plus grave, on observe aussi des phénoménes 
intenses d irritation nerveuse. L’exagération de la sensibililé 
périphérique est particuliérement caractéristique chez les ani- 
maux intoxiqués. Une simple excitation provoque chez l’animal 
des mouvements convulsifs. L’animal excité donne Dim- 
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pression de délire. Cependant tous ces symptémes sont transi- 
toires et le lapin se rétablit dans les deux & quatre jours. Mais, 
plus tard, une cachexie progressive peut se développer. 

Ce tableau de l’intoxication se reproduit chez les lapins aprés 
l'injection sous-arachnoidienne del’émulsion de méningocoques 
tués & 60° ou & 100°C et injectés & des doses ordinaires, ou 
doubles (2-4 milliards) de la DLM de culture vivante. Nos 
recherches ultérieures ont montré, que ce méme tableau d’in- 
toxication aigué et transitoire se développe aussi avec les cul- 
tures vivantes, devenues avirulentes par repiquages sur le 
sérum coagulé. 

Ainsi la culture méningococcique vivante et virulente cause 
chez les lapins la méningite mortelle. La méme culture vivante, 
mais dépourvue de sa virulence ou la méme culture tuée 
par la chaleur, aux mémes doses ou a des doses doubles, pro- 
voque une intoxication aigué, mais transitoire. 

Nous yoyons done que les expériences différencient tres net- 
tement deux facteurs dominants du pouvoir pathogéne du 
méningocoque : la virulence et la toxicité. Les deux propriétés 
coexistent dans la culture, mais le facteur virulent est plus 
labile et peut disparaitre, quand la culture conserve encore 
son pouvoir toxigéne. Notons que nos études sur ce point con- 
cordent bien avec les données analogues de Murray (1929). 

La nature complexe de V’action pathogéne du méningocoque 
et limportance réelle des relations mutuelles des propriétés 
virulente et toxigéne pour la pathogénie de la méningite appa- 
raissent nettement dans les essais suivants. 

Nous avons examiné Vinfluence de l’émulsion méningococ- 
cique bouillie (endotoxine activée par le chauffage & 100° CG 
d’aprés Murray) sur le pouvoir virulent des méningocoques 
vivants en ajoutant des quantités différentes de |’émulsion sté- 
rilisée aux doses décroissantes et non mortelles de la culture 
vivante homologue. Les mélanges ainsi préparés ont été injectés 
dans la cavité sous-arachnoidienne des lapins en ayant soin de 
réserver des animaux témoins. Les conditions des expériences 
et les résultats obtenus sont présentés dans le tableau IV. 

Comme on peut le voir d’aprés ce tableau, l’addition de 
méningocoques bouillis renforce le pouvoir virulent de 
doses subléthales de germes vivants a tel degré que les doses 
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inefficaces de ces derniers tuent l’animal d’essai comme la DLM 
normale. La quantilé énorme de méningocoques libres dans 
le liquide céphalo-rachidien des lapins morts, montre de son 
coté que la virulence de germes s‘exalte trés fortement sous 
influence de l’endotoxine additionnée. 


Tasteau [V. — Influence de l’endotoxine 
sur la virulence du méningocoque B-126. 
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Kvidemment on pourrait interpréter ce phénoméne par |’ac- 
tion des agressines de Bail. On pourrait méme identifier l’en- 
dotoxine méningococcique avec laggressine artificielle de 
Wassermann et Citron. 

L’action pathogéne des méningocoques est de nature com- 
plexe. Ce fait est important au point de vue pratique. Sans 
doute les sérums antiméningococciques thérapeutiques doivent 
étre microbicides et en méme temps suffisamment antitoxiques. 
Pour étre efficaces ces sérums doivent paralyser, dans l’orga- 
nisme infecté l'ensemble du pouveir pathogéne des méningo- 
coques. Il est probable que les sérums « partiellement actifs », 
mettant en liberté les endotoxines sans les neutraliser, peuvent 
méme aggraver la marche de la méningite cérébro-spinale, les 
endotoxines libérées, d’aprés ce que nous venons de voir, pou- 
vant renforcer la virulence de méningocoques restés vivants. 
Nos observations sur aggravation marquée de la méningite 
expérimentale chez les lapins sous influence des sérums défec- 
tueux conlirment, semodle-t-il, cette possibilité (voir notre pre- 
mier mémoire). 


PATHOGENIE DE LA MENINGITE CEREBRO-SPINALE 659 


CONCLUSIONS. 


{° Les recherches expérimentales sur la pathogénie de la 
méningite cérébro-spinale ont donné les résultats suivants. 
L’infection méningococcique par voie veineuse produit chez les 
lapins une septicémie bien nelte. Cette septicémie primaire 
s'accompagne réguliérement de la pénétration des méningo- 
coques dans la cavité sous-arachnoidienne. I] peut en résulter 
des Iésions méningées secondaires. Cependant les complica- 
lions méningées ne se manifeslent chez les lapins que trés 
rarement, grace a la résistance marquée des animaux vis-a-vis 
des méningocoques. Dans la plupart des cas, infection ménin- 
gée reste inapparente chez ces animaux. L’infection méningée 
primaire produite par linjecltion de méningocoques dans la 
cavité sous-arachnoidienne provoque toujours chez les Japins 
une septicémie méningococcique secondaire. Celte derniére 
commence déja quelques minutes aprés l'infection méningococ- 
cique sous-arachnoidienne. De méme, la méningite cérébro-spi- 
nale s'accompagne toujours d’infection méningococcique géné- 
ralisée. En résumé, les recherches expérimentales confirment 
complétement la conception actuelle d’aprés laquelle la ménin- 
gite cérébro-spinale chez homme est une complication secon- 
daire de la septicémie méningococcique d'origine pharyngée. 

2° L’étude expérimentale de l’action pathogéne des ménin- 
gocoques faite aux lapins a montré sa nature complexe. La 
propriété toxique et la propriété virulente constituent le pou- 
voir pathogéne de ce microbe. Ces deux propriétés coexistent 
dans la culture pathogéne. La culture peut perdre sa virulence 
en conservant ses propriétés toxiques. D’autre part le facteur 
toxique (l’endotoxine) peut exalter les propriétés virulentes 
des méningocoques, in vivo, montrant une fonclion analogue 
aux aggressines. La nature complexe du pouvoir pathogéne 
présente un intérét particulier pour la sérothérapie antiménin- 
eococcique : qui doit étre antibactérienne et antitoxique. L’em- 
ploi des sérums « défectueux » peut aggraver l’infection ménin- 
gococcique, en libérant des endotoxines ces sérums peuvent 
exalter la virulence de germes restés vivants. Il est donc 
indiqué d’immuniser les chevaux producteurs du sérum avec 
les cultures les plus pathogénes. 


660 ANNALES DE L'INSTITUT PASTEUR 


DEUXIEME PARTIE 


Virulence des méningocoques pour le lapin 
et sa conservation au laboratoire. 


La reproduction de la méningite cérébro-spinale chez les 
lapins que nous avons réalisée peut avoir une double impor- 
tance. En effet, elle nous permet d’étudier la méningococcie 
dans les conditions expérimentales du laboratoire. De plus, 
elle est intéressante pour l’appréciation im vivo de la valeur 
des sérums antiméningococciques. Cependant, cela n’est pos- 
sible qu’a condition d’avoir toujours au Laboratoire des souches 
méningococciques virulentes. Ce dernier point offre encore un 
intérét pratique particulier, parce que l'emploi des cultures 
méningococciques pathogénes virulentes pour l’immunisa- 
tion des chevaux représente évidemment une des conditions 
importantes de la production de sérums antiméningococciques 
actifs. 


a) VIRULENCE CHEZ LE LAPIN DE CULTURES MENINGOCOCCIQUES, 
FRAICHEMENT ISOLEES DE MALADES ET DE PORTEURS SAINS. 


Nous avons commencé nos études de la virulence des ménin- 
gocoques chez le lapin par des épreuves en masse des cultures 
fraichement isolées du liquide céphalo-rachidien de malades 
atteints de méningile cérébro-spinale, ainsi que des souches 
obtenues des porteurs sains des méningocoques. 

Les cullures méningococciques chez les malades ont été 
isolées sur milieu de Dorset, parfois aprés l’enrichissement 
préliminaire sur la peptone glucosée. Les germes ont été 
isolés, chez les porteurs, au moyen de culture sur gélose sérique 
préparée d’aprés M. Nicolle (gélose au sérum formolé). 
Les cultures de méningocoques ainsi obtenues ont été ensuite 
conservées sur le milieu de Dorset. Nous avons examiné la 
virulence des cullures en les injectant & la dose de 2 milliards 
de germes dans la cavité sous-arachnoidienne de lapins pesant 
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1.500 & 1.600 grammes environ. Au total, 40 cultures ont été 
étudiées d’aprés cette méthode et parmi celles-ci, 32 souches 
isolées de malades, et 8 souches isolées de porteurs. Parmi 
les cultures examinées, 19 appartenaient au type A et 24 au 
type B. 

Les résultats des épreuves exécutées furent, dans l’ensemble, 
les suivants : 35 cultures ont causé chez les lapins une méningite 
mortelle et 5 cultures ont provoqué une infection méningée, qui 
s'est terminée par la guérison. En outre, toutes les cultures 
isolées de porteurs se sont montrées virulentes pour les lapins 
(méningite mortelle). 

Ainsi, les examens des cultures de méningocoques, fraiche- 
ment isolées et ensuite conservées sur le milieu de Dorset, ont 
montré une virulence réguliére vis-a-vis des lapins, la ménin- 
gite expérimentale mortclle a été provoquée par 35 cultures 
sur 40 examinées, c’est-a-dire dans 87,5 p. 100. Cependant, il 
faut noter que le degré de la virulence peut varier suivant la 
culture isolée. Par exemple, la durée de linfection mortelle 
reproduite, oscillait de seize 4 vingt-quatre heures jusqu’a trois 
a six jours pour 32 souches isolées chez les malades. L’isole- 
ment de cultures méningococciques du liquide céphalo-rachi- 
dien des lapins morts a réussi dans 24 cas, c’est-a-dire dans 
75 p. 100. 

Nous avons l’impression que les méningocoques du type A 
sont plus virulents vis-a-vis des lapins, que les méningocoques 
du type B. Ainsi, parmi 17 cultures du type A, 16 souches ont 
causé une méningite mortelle (94 p. 100) avec, pour celle-ci, 
une durée moyenne égale 4 vingt heures. Kn méme temps, 
parmi 15 cultures du type B, seules 11 souches ont provoqué 
une méningite mortelle(73 p. 100) avec une durée moyenne égale 
a quarante heures. Pouriant, la virulence relativement plus 
faible du type B peut étre le résultat de sa labilité plus mar- 
quée en comparaison de celle du type A. On peut supposer que 
la virulence des méningocoques B s’affaiblit rapidement sur 
les milieux artificiels. 

Il est trés intéressant de noter que les cultures méningo- 
cocciques isolées de porteurs sains manifestent aussi une viru- 
lence certaine vis-a-vis du lapin (d’aprés les recherches de notre 
collaborateur le D" P. Pawloff). Cependant, le nombre limité 
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(les observations ne permet pas encore d’établir de conclusions 
définitives & ce sujet (8 observations). 

En résumé, nous pouvons affirmer que les cultures de ménin- 
gocoques fraichement isolées de malades atteints de méningite 
cérébro-spinale sont, en général, virulentes vis-a-vis des lapins 
si on les essaye par voie sous-arachnoidienne. 


Remarote. — Dans un but pratique, on peut recommander 
de faire la premiére inoculation au lapin, d’une souche fraiche- 
ment isolée a dose double (4 milliards). Cela permet d’obtenir 
plus strement la premiére culture de passage. 


b) INFLUENCE DES MILIEUX DE CULTURE SUR LA VIRULENCE 
DES MENINGOCOQLES. 


L’importance du milieu pour la conservation de la virulence 
des méningocoques vis-a-vis de la souris a été démontrée 
récemment par Murray (1929). Nous avons étudié ce probléme 
par rapport au lapin. Trois milieux ont été examinés dans ce 
but dans les conditions comparables d’essais : le milieu de 
Dorset, le sérum coagulé de Léffler et la gélose de Beily. La 
méthode des examens a été la suivante: le liquide céphalo- 
rachidien des lapins morts de méningite expérimentale a été 
ensemencé parallélement sur les différents milieux d’essais. 
Les cultures obtenues ont été conservées sur les mémes milieux, 
dans l’étuve, pendant quatre 4 dix jours. Ensuite, de nouvelles 
cultures ont été faites et on les a éprouvées sur les lapins par 
{a vole sous-arachnoidienne. Voici, dans le tableaun°5, quelques 
protocoles quillustrent les résultats obtenus. 

Nous voyons ainsi que le milieu nutritif est un facteur trés 
important pour la conservation de la virulence des méningo- 
coques. L’emploi d’un milieu qui ne convient pas peut affaiblir 
ou méme anéantir trés rapidement la virulence des méningo- 
coques. Par exemple, la conservation des méningocoques sur 
le sérum coagulé de Léffler pendant quarante- cing jours a suffi, 
dans certains cas, pour enlever ala culture une grande partie de 
sa virulence, 

En résumé, nos expériences ont montré que le milieu de 
Dorset, recommandé par Murray, conserve la virulence des 
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TabsLteau V. — Influence des milieux sur la virulence 
des méningocoques. 


EPREUVE DE LA VIRULENCE 


DUREE 
MILIEU 
CULTURE de 
d'essai Numéro Dose 
d’essai la conservation d'essai 
(d’aprés l'auteur) des Poids en Résultats 
en jours milliards 
lapins de germes 
133 j Dorset. 4 185 4.250 2 +16-18h, 
Loffler. 4 183 4.250 2 Vivant. 
185 } Dorset. 5 116 4.400 2 ie (aah: 
Loffler. 5 413 1.400 2 Vivant. 
( Dorset. 40 4124 1.250 2 + 9h. 
93 Loffler. 10 423 4.200 2 + 19 h. 
Beily. 10 422 1.200 2 Vivant. 


Le signe + indique la mort. 


méningocoques de la facon la plus satisfaisante. Au contraire, 
le sérum coagulé de Loffler et aussi la gélose de Beily donnent 
des résultats moins favorables. 


c) INFLUENCE SUR La VIRULENCE DES MENINGOCOQUES 
DE LA CONSERVATION PROLONGEE SUR MILIEU DE Dorset. 


D’aprés Murray, par repiquages en série, sur le milieu de 
Dorset tous les dix 4 quatorze jours, les cullures de méningo- 
coques conservent complétement leur virulence vis-a-vis des 
souris. Au contraire, les repiquages sur le méme milieu, mais 
avec les intervalles plus longs, affaiblissent la virulence des 
cultures. 

En général, nous avons confirmé les données de Murray aussi 
par rapport aux lapins. Par exemple, notre culture B-126, con- 
servée sur le milieu de Dorset par repiquages avec les inter- 
valles égaux a dix a quatorze jours, a montréune virulence non 
modifiée par l’épreuve sous-arachnoidienne faite au lapin, 
aprés six mois et demi. Tandis que la méme culture a mani- 
festé un pouvoir virulent inconstant, quand elle était conservée 
sur le milieu de Dorset sans repiquages pendant vingt et un a 
vingt-quatre jours. 

Cependant, d’aprés nos recherches, la méthode de Murray 
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n'est pas sire pour la conservation des cultures virulentes des 
méningocoques. Nous avons observé que les cullures conser- 
vées d’aprés Murray perdent leur virulence vis-a-vis des lapins. 
D'un autre cdté, nous avons parfois constaté la perte totale de 
viralence de nos cultures, malgré leur repiquage & intervalles 
égaux de cing a dix jours. Nous n’avons pas réussi & reproduire 
réguliérement ces faits qui étaient toujours spontanés. Mais on 
peut leur trouver une explication. Les cultures méningococ- 
ciques sur le milieu de Dorset présentent souvent un degré 
d’autolyse marqué. Ce phénoméne caractéristique pour les 
méningocoques en général peut, évidemment, influencer défa- 
vorablement la vilalité et la virulence de ces microbes 
délicats. Il est trés probable que les échecs de la méthode de 
Murray sont liés a ce phénoméne de lautolyse. En outre, 
d’aprés nos observations, la vitalité des cultures des méningo- 
coques sur le milieu de Dorset est assez limilée et ne dépasse 
pas quatre semaines environ (dans les tubes d'essai scellés). 


d) CONSERVATION DES MENINGOCOQUES VIRULENTS 
DANS LES CULTURES SUR MILIEU A L’@UF. 


On sait que les méningocoques peuvent conserver leur vila- 
lité, dans Jes cultures anaérobies, pendant plusieurs mois. Il y 
a aussi des observations, d’'aprés lesquelles les cultures ménin- 
gococciques conservent trés bien leur virulence dans les con- 
ditions d’anaérobiose. Kolle et Hetsch, par exemple, recom- 
mandent d’ensemencer les méningocoques dans le sérum de 
lapin chauffé (56° C.), en recouvrant les cultures avec de |’huile 
de paraffine; les cultures restent virulentes durant une année 
et plus. Murray propose une gélose spéciale (« F »); les cul- 
tures conservées sur ce milieu sous la couche d2 paraffine 
liquide restent virulentes de cing & quatorze mois. 

Nous avons essayé ]a conservation de la virulence des ménin- 
gocoques dans les cultures anaérobies. Parce que le milieu de 
Dorset, milieu a l’ceuf coagulé, conserye assez bien la virulence 
des méningocoques, il nous a semblé raisonnable d’utiliser, 
pour les cultures anaérobies, le milieu préparé aussi avec des 
cufs, mais non coagulés. Nous avons établi la technique sui- 
vante : 
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On prépare des ceufs comme pour Je milieu de Dorset, c’est- 
a-dire qu'on mélange soigneusement, dans les conditions ssep- 
tiques, le contenu des wu‘s avec la solution de Ringer (10 cent. 
cubes de solution de Ringer pour chaque ceuf). On verse le 
milieu semi-liquide obtenu dans les tubes & essai stérilisés. 
Ensuite, on chauffe les tubes & essai avec le milieu qu’ils con- 
tiennent a 60° C. environ pendant trente minutes trois jours de 
suile. Puis oa place le milieu a]'étuve pour le contréle de sa 
stériuité. Aprés trois jours de contrdle, on obtient ainsi le 
milieu a l'eeuf, liquide ou semi-liquide, prét pour les ensemen- 
cements des cultures. 

Sur ce milieu a! ceuf ci-dessus décrit, vous avons ensemencé 
nos cultures d’essai. On a placé ensuite les tubes ensemencés 
dans l’étuve, et au troisiéme jour on y a ajouté quelques cen- 
limétres cubes de paraffine liquide. On a ainsi conservé les 
cullures anaérobies dans l’étuve. 


TasLteavu V1. — Conservation de la virulence d-s méningocoques 
dans les cultures anaérobies. 


: EPREUVE DE LA VIRULENCE APRES 
CULTURE 
dessai 2 ; 
0 1/2 mois} 1 mois | 1m. 1/2} 2 mois 2m 1/2 3 mois 
B-126 + 18h. + 20-hoicp 42:h.,| 4 16h, Vivant. 
B-143 = 23 h. + 12h. |-+ 14 h 
B-188 +46h +18 h. |Vivant 
B-187 sp ulm) a Vivant. 
A-153 7-10 bh. |} 442 b. | +417h. | +16 h.}-++ 12h. [la sous culture ne 
réussil pas. 
A-185 et A 2a. Vivant. 
A-1s31 ++ 16h. Vivant. 


Le signe + iniique la mort. 


Pour controler la virulence, on fait des ensemencements sur 
milieu de Dorset, en employant pour l’injection des lapins la 
deuxiéme génération. 

Nous ayons examiné d’aprés cette méthode toute une collec- 
tion de cultures méningococciques. Les résultats obtenus peu- 
vent étre résumés de la facon suivante : 

Les méningocoques conservent leur vitalité en culture anaé- 
robie sur le milieu liquide & |’ceuf durant deux & trois mois. 
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Quant a la virulence, elle se conserve parfaitement dans 
les cultures 4gées d'un mois et d'un mois et demi. Dés le 
deuxiéme mois, l’affaiblissement de la virulence peut déja se 
manifester. Aprés deux mois et demi, les cultures perdent leur 
virulence dans la plupart des cas. 

Le tableau n° VI illustre les faits que nous venons d’exposer. 

Nous voyons ainsi que la conservation des méningocoques 
dans les cultures anaérobies en milieu liquide 4 leuf donne 
des résultats pratiques tout a fait satisfaisants. Les souches 
restent bien virulentes dans ces cultures pendant un mois ou 
un mois et demi. En réensemencant chaque mois les souches 
dans les conditions anaérobies, on peut conserver leur viru- 
lence plus stirement que par les repiquages sur le milieu de 
Dorset, d’aprés la méthode de Murray. 


e) R&ACTIVATION DE LA VIRULENCE ATTENUEE DES MENINGOCOQUES. 


Peut-on réacliver Ja virulence déji affaiblie des méningo- 
coques? Nous avons étudié cette question importante. 

La régération de la virulence alfaiblie des souches méningo- 
cocciques est possible assez souvent, si les cullures ne sont pas 
trop dégradées. On yréussit en particulier par les passages sous- 
arachnoidiens faits sur des lapins avec des souches affaiblies 
aux doses augmentées. Voici un exemple (voir le tableau VII). 

Comme on peut le voir par ce tableau, la culture atié- 
nuée A-168 n’était pas capable de tuer le lapin a la dose de 
2 milliards de germes. La méme culture aprés deux réinocu- 
lations aux lapins aux doses doubles (4 milliards) a renforeé sa 
virulence et tué le lapin d'une fagon régulitre, en provoquant, 
chez lui, la méningite aigué. 

Le tableau VIL montre aussi des propriétés tres caractéris- 
tiques du liquide céphalo-rachidien. Dans le cas d'une viru- 
lence élevée, on rencontre dans le liquide céphalo-rachidien 
une grande quantité de méningocoques & céoté de leucocytes 
isolés. Cette proportion entre les méningocoques et les leucocytes 
devient inverse dans le cas d’affaiblissement de la virulence. 
Donc, en ce qui concerne la virulence de la culfure, on peut 
lirer des conclusions de l'examen microscopique du liquide 
céphalo-rachidien. 
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Tasteau VII. — Régénération de la virulence de la culture A-468. 
D 5 LIQUIDE 
SI Ss Zz 2 ce, céphalo-rachidien 
en) oe Nie Sl eee oe 
3 n = DATE a ES a 2 
a n a an J n =} 
= 5 5 de l'essai e aA a 2 2 
=| 2 n = Oe ve > 3 
= = = 5 26 a ro) 2 
= <= = 2 a 3) ap 
= e = 3 E 
a iS) 4 5 
= 
1 64 1.550 | 21 octobre. 168 2 {Vivant 
2 95 1.600 |1** novembre. 4 + 4d he} +44 + 
3 100 4.800 | 3 novembre. 95 4 + 20h ++ ++ 
4 31 1 350 | 6 novembre. | 100 2 rp teay 16Y. + opt 
5 32 1.700 | 8 novembre. 34 2 +50h.} ++ +4 
6 13 4.550 |12 novembre 32 2 + 42h. + +44 
7 492 1.300 }/2 novembre.| 130 2 Sisal + t+ 
8 197 4.700 |1e7 décembre.| 192 2 ASeh. + +4+ 
9 55 1.350 }12 décembre.| 197 2 +48 h. — Shae te 


Les signes indiquent: + rares, ++ quantité modéré, +++ trés nombreux, + mort. 


TasLeau VIIL. — Réactivation de la virulence de la culture B-126. 


TABLEAU 
microscopique 
de liquide 
céphalo-rachidien 


NUMERO. D’EXPERIENCE 
NUMERO DES LAPINS 
POIDS DES LAPINS 
DATE D EXPERIENCE 
CULTURE DE PASSAGE 
DOSE D’ESSAl 
en milliards 
RESULTATS 


Leucocytes 
Méningocoques 


.400 |30 janvier AT 
.300 | 3 février. 14 
.400 | 7 février. 81 
550 | 9 février. 90 
.200 |20 février. 93 
500 Ei février.| 123 


.500 }27 février.| 117 


Les signes indiquent : 0 absence, + uniques, ++ quantité modéré, +++ trés nom- 
breux, + mort. 


r r 


La culture affaiblie des méningocoques peut étre régénérée 
aussi par réinoculation aux Japins 4 la dose ordinaire, mais ren- 
forcée par l’addition d’une quantité suffisante d’endotoxine de 
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laméme culture (émulsion méningococcique stérilisée a 100°C 
pendant une minute). Le tableau VIII représente un exemple 
de cette régénération dela virulence. 

Le tableau VIII montre tres nettement l’exaltation rapide de 
la virulence de culture sous l’influence de l’addition d’endo- 
toxine. Les relations caractéristiques entre la virulence ct le 
contenu microscopique du liquide apparaissent clairement 
d’aprés ce protocole. 

Les méthodes de réactivation des souches alténuées, quoique 
en général efficaces, ne sont pas stires. Elles deviennent ineffi- 
caces quand la dégradation de la culture est trop grande. 
Néanmoins, nous mettons toujours en ceuvre ces mélhodes 
lorsque nous ncus trouyons en présence de souches affaiblies. 
Nous pouvons ainsi, assez souvent, régénérer la virulence de 
ces cultures. IL nous paratt rationnel d’utiliser ces méthodes 
quand la souche commence & manifester de l’atténuation. 
L’examen microscopique du liquide céphalo-rachidien des lapins 
morts de méningite expérimentale permet, nous l’avons vu, de 
prévoir stirement un tel affaiblissement (voir plus haut). 


/) INFLUENCE DES PASSAGES EN SERIE CHEZ LE LAPIN 
SUR LA VIRULENCE DES MENINGOCOQUES. 


Nous avons éludié en détail influence sur la virulence de 
passages en série chez le lapin. 

Comme nous avons déja vu, les passages « renforcés », faits 
en série aux lapins, peuvent régénérer assez souvent, mais pas 
toujours, la virulence atténuée des méningocoques. C'est le pre- 
mier fait qui doit étre noté & propos des passages. 

Peut-on diminuer a l'aide des passages successifs la dose 
minima mortelle des souches virulentes? Nos expériences 
donnent a ce sujet une reponse négative. Si, par exemple, la 
dose strement mortelle d'une culture est égale a 2 milliards 
de germes, les doses moindres de la méme souche peuvent 
étre capables aussi de tuer le lapin par méningite. Cependant, 
les résultats des essais ne sont pas régulicrs. 

Est-il possible de conserver la virulence des cultures de 
méningocoques par les passages en’ série chez le lapin? Les 
nombreuses recherches que nous avons exécutées montrent 
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que la méthode des passages intra-rachidiens successifs, pour 
la conservation de la virulence des méningocoques, n'est pas 
sire. Durant les passages, la virulence des méningocoques peut 
s’affaiblir spontanément, malgré toutes les précautions prises 
par lexpérimentateur. Les cultures affaiblies peuvent étre 
régénérées par réinoculations « renforcées » d'aprés la méthode 
décrite plus haut. Mais, parfois, la dégradalioa spontanée peut 
atteindre un tel degré que tous les efforts de régénération 
restent sans succés. 

Ainsi, nous avons fait, «vec notre culture-étalon trés virulente 
5-126, 21 passages successifs aux lapins durant quatre mois 
(28 octobre 1931 au 27 février 1932). Nousavons réinoculé la cul- 
ture par voie intrarachidienne & desintervalles de deux-trois a 
dixjours,enemployant toujours la méme dose strement mortelle 
(2 milliards). Entre les réinoculations, la culture a élé con- 
servée sur le milieu de Dorset. Notre culture a montré deux 
fois un affaiblissement spontané bien net pendant ces expé- 
rienc:s; c était au onziéme et au quinziéme passage. Cependant, 
nous réussimes, dans ces cas, a réactiver complétement la 
virulence atténuée de la souche. 

Parallélement, nous avons étudié dans les mémes conditions 
expérimentales une autre culture-étalon A-168. Nous avons fait 
avec cette culture 22 passages du 21 octobre 1931 au 10 mars 
1932 La culture resta bien virulente jusqu’au dixiéme passage 
(31 décembre). Ensuite, un affaiblissement progressif ‘s'est 
manifesté. La régénération entreprise a renforcé partiellement 
la culture, mais au dix-septiéme passage (21 février) la cul- 
ture a cessé de tuer les lapins. Tous les essais ultérieurs de 
renforcement de la virulence (4 réinoculalions successives avec 
lendotoxine) restérent sans résultats. Nous avons 1a un bon 
exemple d’épuisement irréversible de la virulence de la cul- 
ture méningococcique qui s'est manifestée pendant les pas- 
sages en série. 

Nous voyons donc que la méthode de passages successifs 
aux lapins peut étre utilisée seulement dans le but de régénérer 
la virulence des cultures de méningocoques partiellement 
affaiblies. 
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g) RemarQues GENERALES SUR LA VIRULENCE ET L’ACTION PATHOGENE 
DES MENINGOCOQUES VIS-A-VIS DU LAPIN. 


Nous avons déja noté que la toxicité et la virulence sont les 
deux facteurs du pouvoir pathogéne des méningocoques. L’ac- 
tion pathogéne des méningocoques se caractérise done par sa 
nature complexe. 

I] est & remarquer que l'on ne réussit pas 4 diminuer la dose 
minima mortelle des méningocoques par la méthode de ren- 
forcement de la virulence. Cependant, les méthodes des pas- 
sages successifs possédent une certaine efficacité, puisqu’elles 
permettent d’augmenter la virulence des souches affaiblies. 

En résumé, la dose minima surement mortelle se montre 
plus ou moins constante pour chaque culture pathogéne. On 
peut la conserver, mais on ne réussit pas & la diminuer d’une 
facon marquée. 

On pourrait déduire de cela, que | action pathogéne des 
méningocoques vis-a-vis des lapins est simplement toxique. 
Une telle conclusion manquerait de précision. Nous avons vu 
en effet que les lapins supportent bien l’intoxication avec des 
doses doubles des méningocoques tués ou non virulents. De 
plus, on observe toujours une quantité énorme de méningo- 
coques libres dans le liquide céphalo-rachidien des lapins 
infectés avec les souches trés virulentes. Au contraire, les 
essais avec les souches peu virulentes se caractérisent par un 
liquide purulent avec les germes rares phagocytés. La ménin- 
gite cérébro-spinale expérimentale des lapins représente donc 
une vraie infection méningée méningococcique. 

Analysons maintenant une autre suite de fails expérimen- 
taux. Nous avons vu que |’injection intrarachidienne de l’en- 
dotoxine méningococcique provoque chez les lapins des symp- 
tomes bien caractérisés, tout A fait analogues aux symptomes 
initiaux de lVinfection méningée mortelle. D’autre part, nous 
avons constalé, que l'addition de l’endotoxine spécifique & une 
dose inefficace d'une souche virulente reproduit chez les lapins 
trailés par voie intra-rachidienne une méningite mortelle aigué 
avec culture abondante dans la cavité sous-arachnoidienne. 

Cet exposé montre ainsi importance indiscutable de ]’endo- 
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toxine pour Vorigine de l’infection méningée méningococcique 
des lapins. I] faut méme conclure que l’intoxication prélimi- 
naire avec l’endotoxine est indispensable pour linfection 
méningée. Celte intoxication représente évidemment la pre- 
miére étape de l’action pathogéne des méningocoques introduits 
dans la cavité sous-arachnoidienne des lapins. Voila pourquoi 
les symptomes initiaux de l’infection méningée sont identiques 
& ceux qui évoluent aprés l’intoxication simple. 

Liinfection méningée proprement dite se développe donc a 
la deuxiéme étape. Evidemment, il faut aussi que |’intoxication 
préliminaire soit suffisante. Le pouvoir envahissant des ménin- 
gocoques est faible. Les germes envahissent les tissus dont la 
résistance est préalablement affaiblie par l’endotoxine libérée. 
L’infection méningococcique se développe ainsi avec l’appui de 
lendotoxine qui présente ainsi les propriétés de l’aggressine. 

En résumé, nous voyons que la dose de méningocoques 
strement mortelle par voie sous-arachnoidienne doit étre for- 
tement infectante et en méme temps suffisamment toxique. 
Mais pour étre suffisamment toxique, elle doit étre assez mas- 
sive, parce que l’action toxique de l’endoxine est proportion- 
nelle a la quantité des germes. Ces faits nous expliquent pour- 
quoi les doses stirement mortelles pour les lapins sont assez 
fortes en général, elles oscillent entre 1 4 2 milliardsde germes). 
D’un autre coté, les mémes faits nous montrent pourquoi les 
doses mortelles restent plus ou moins stables pour chaque 
souche méningococcique, et ne peuvent diminuer sous !’in- 
fluence des méthodes renforcantes (passages en série). 

Malgré toutes ces particularités, la dose sirement morlelle 
des méningocoques vis-a-vis des lapins peut élre bien carac- 
térisée. C’est la dose minima de germes qui, introduile par voie 
sous-arachnoidienne, reproduit régulierement la méningite 
chez les lapins de 1.500 grammes environ, en les tuant au bout 
de douze jours, avec présence de nombreux méningocoques 
libres dans le liquide céphalo-rachidien. 


CONCLUSIONS. 


Les faits présentés dans ce chapitre nous permettent de 
tirer quelques conclusions générales 4 propos de la virulence 
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des méningocoques et de sa conseryalion au laboratoire. 

Nous appuyant sur des observations assez nombreuses, nous 
pouvons affirmer que les souches de méningocoques A et B, 
fraichement isolées de malades atleints de méningite et non 
atlénuées par des passages sur des milieux non appropriés, sont 
capables de reproduire chez les lapins la méningite mortelle 
lorsqu’elles sont administrées, par voie sous-arachnoidienne, & 
la dose de 2 milliards de germes (examen de 32 cultures). Les 
cultures isolées de porteurs sains manifestent aussi une viru- 
lence suffisante vis-a-vis des Japins (l’examen de 8 cultures 
avec les résultats positifs). Par rapport aux 40 cultures exami- 
nées, une virulence bien nette a été trouvée chez 87,5 p. 100 
d’entre elles. 

Les cultures méningococciques bien virulentes peuvent 
perdre trés factlement leur pouvoir pathogéne pour le lapin si 
on les ensemence sur un milieu non approprié (sérum coa- 
gulé, gélose de Beily). Les recherches comparatives montrent 
que les cultures de méningocoques sur le miiieu de Dorset 
conservent assez bien leur virulence. Ce milieu donc, quoique 
qu'il ne soit pas parfait, est préférable pourla pratique courante. 

Les réensemencements successifs sur le milieu de Dorset, 
faits & des intervalles ne dépassant pas dix-qua'orze jours, 
peuvent conserver la virulence des méningocoques, durant 
plusieurs mois. Cependant, celte méthode proposée par Murray 
nest pas sare. Parfois en effet les souches méningococciques 
cultivées d'aprés cette méthode perdent leur virulen¢e et méme 
leur vitalité. Il est probable que de tels échecs dépendent de 
l’autolyse qui se produit souvent dans ces cultures. 

Nous avons examiné la conservation des souches méningo- 
coceiques virulentes dans les cultures anaérobies faites en 
milieu liquide préparé avec des wufs (la modification du milieu 
de Dorset) et sous une couche d’huile de paraffine liquide. 
Cette méthode nous a donné des résullats trés satisfaisants. Les 
cultures préparées de cette maniére restent vivantes a l’étuve 
pendant deux-trois mois en conservant leur pouvoir pathogéne 
pour les lapins pendant un mois ou un mois et demi. La 
méthode des cultures anaérobies semble-t-il, peut résoudre le 
probleme de la conservation des souches méningococciques 
virulentes, de la fagon la plus sire et la plus pratique. 
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Les cultures de méningocoques partiellement atténuées 
peuvent assez souvent ¢tre réaclivées au moyen de passages 
par voie intra-rachidienne, faits sur le lapin avec les doses de 
germes augmentées ou renforcées par l’addition d’endotoxine 
homologue (l’émulsion méningococcique chaullée & 100°C). La 
méthode est particuliérement pratique pour le renforcement 
des cultures qui commencent & s’affaiblir (régénération préven- 
tive). La diminution ou la disparition des méningocoques 
libres et augmentation proportionnelle des leucocytes dans 
le liquide céphalo-rachidien des Japins morts de méningite 
expérimentale, constitue un indice précis de l’at{énuation 
iniliale. Par rapport aux cultures fortement dégradées, la 
méthode de passage est inefficace. 

Les passages par voie sous-arachnoidienne faits en série 
chez le lapin avec les ensemencements intermédiaires de 
germes sur le milieu de Dorset ne conservent pas sirement la 
virulence des méningocoques. Celle-ci peut diminuer ou méme 
disparaitre pendant ces passages. 

La dose sirement mortelle des méningocoques virulents vis- 
a-vis des lapins de 1.500 grammes environ oscille en moyenne 
entre 1 el 2 milliards de germes. On ne réussit pas & la diminuer 
d’une maniére marquée par les méthodes qui servent pour le 
renforcement de la virulence, par exemple au moyen des pas- 
sages successifs. Cette particularité s’explique par la nature 
complexe du pouvoir pathogéne des méningocoques (intoxi- 
cation, envahissement microbien) d’une part, et par Ja résis- 
tance relative des lapins vis-a-vis des méningocoques d’autre 
part. 

La virulence (ou le pouvoir envahissant) du méningocoque 
est relativement faible. De plus, la résistance des lapins contre 
Vinfection méningée méningococcique est assez grande. L’in- 
fection peut s installer grace 4 un fléchissement suffisant de la 
résistance des tissus par l’intoxication. L’infection méningée 
se développe a la faveur de l’endoloxine libérée par les germes 
introduits et lysés. Lintoxicalion doit ¢tre assez forte, afin que 
les germes vivants puissent envahir les tissus. Pour cela, la 
quantité d’endotoxine, c’est-a-dire de germes lysés, doit étre 
considérable. {len résulle que la dose stirement mortelle doit 
étre considérable. On peut remplacer une partie des germes 


674 ANNALES DE L’INSTITUT PASTEUR 


vivants par une quanlité équivalente de microbes tués. Dans 
ce cas, la dose de germes vivants, inefficace par elle-méme, 
devient capable de reproduire !a méningile mortelle. Tous 
ces faits expliguent, semble-t-il, la constance relative de la 
dose stirement mortelle ct la nécessité d’utiliser une dose 
de germes relalivement forte. 

En résumé, nos essais montrent que l'emploi de cultures 
virulentes de méningocoques dans la pratique courante du labo- 
ratoire, est possible, malgré les quelques difficultés qui peuvent 
se renconirer. La réalisation de la méningite cérébro-spinale 
expérimentale chez le lapin permet ainsi nombre de recherches 
d’ordre théorique et pratique. 


ETUDE SUR LES PROPRIETES FERMENTATIVES 
DES SARCINES 


par Jan SMIT. 


(Laboratoire de Microbiologie générale 
de | Université d Amsterdam. ) 


INTRODUCTION. 


Les fermentations gastriques, causées par des sarcines, sont 
connues depuis 1842, époque ot le médecin anglais, John 
Goodsir [4| décrivit pour la premiére fois les organismes qui 
les produisent. Aprés lui, nombre d’auteurs ont fait des études 
sur le méme sujet, sans parvenir cependant a cultiver ces 
microbes a l'état de pureié, ne réussissant pas méme a en sti- 
muler ia multiplication dans le suc gastrique (stérilisé ou non) 
ou dans d’autres milieux de culture. Cest pourquoi on a 
maintes fois émis des doutes sur la question de savoir si les 
sarcines visibles dans le suc des malades, élaient vraiment res- 
ponsables de la maladie. Ce ne fut qu’en 1911, quand Beijerinck 
parvint & les cultiver a l'état pur, que ces doutes s’évanouirent. 

Il parait tout naturel qu’autrefois nombre d’auteurs aient 
affirmé que les sarcines gastriques n’étaient pas cultivables. 
D’autres cependant désignaient sous le nom de Sarcina ventri- 
cult toutes sortes de sarcines aérobies, facilement cultivables, 
isolées du contenu stomacal, sans apporter ni exiger de preuves 
que ces organismes appartenaient en effet 4 cette espéece. Par 
conséquent, la littérature concernant ce sujet est encombrée de 
faits el de descriptions relatives & des Sarcina ventriculr qui 
n’ont rien de commun avec celle de Goodsir. Un bref résumé 
historique permettra de s’en rendre compte. 


(1) Une image admirable du contenu sfomacal contenant des sarcines se 
trouve dans l’ouvrage de Hassal, Lancet, vol. LXIV, 1853, p. 366. 
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Historiqur. 


La découverte de Goodsir fut suivie de nombreuses recherches 
ayant un but casuistique ou thérapeutique donnant l’impression 
que le lien de cause & effet entre les sarcines et la fermentation 
gastrique élait fortement contesté. Ainsi Virchov {2] note que 
« Ja sarcine n’a aucune relation avec la fermentation ni avec 
aucun processus pathologique ». Et Hasse (3\, ne pouvant cul- 
liver l’organisme en dehors de l’estomac, dans le lait, la pate de 
farine, ou les solutions de sucre, doule que la sarcine soit 
« la seule oula principale cause de la maladie (dyspepsie avec 
vomissements) », mais il indique que les symptomes diminuent 
ou méme disparaissent, & mesure que le nombre des sarcines 
décroit, soit spontanément, soit par leffel de médicaments 
(nitrate d’argent, selon Hasse, créosote ou acide cyanhydrique, 
selon Goodsir), sans guérir complétement la maladie. 

La premiére étude approfondie de lorganisme lui-méme a 
été faite par W. F. R. Suringar, professeur 4 Leyde (1865) {4} 
qui, ne réussissant pas, lui non plus, a obtenir le microbe en 
culture pure, basa ses recherches morphologiques sur l’examen 
des constituants du suc gastrique d'un malade, et réussit a élu- 
cider les lois de sa multiplication par des observations métho- 
diques, montrant que lascission des cellules coccoiles dont sont 
formées les sarcines a lieu dans les trois directions perpendicu- 
laires de l’espace, l'une aprés l'autre, de sorte qu’elles prennent 
aspect de paquets cubiques de formes irréguliéres. En outre, il 
réussit & établir que la membrane de la cellule contient de la 
cellulose. Il utilisait pour celle démonstration le réactif de 
Schultze (solution concentrée de chlorure de zine, additionnée 
diode), aprés avoir traité les sarcines par l'acide nitrique ou la 
soude caus!rique. Par ce moyen pul étre affirmée pour la pre- 
miére fois ]a nature végétale de lorganisme, contrairement a ce 
qu’admeltaient Virchov et Miiller. Ses admirables dessins en 
couleur ne laissent plus aucun doute a ce sujet. 

Le classement des sarcines dans la famille des coccacées a 
été rendu difficile parce qu’on y a fait entrer nombre de micro- 
organismes dont le développement suivant les trois dimensions 
de l’espace est discutable (l’algue merismopedia, les pediococcées 
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par exemple) el ensuite parce que tous les organismes qui ont 
la forme de sarcines étaient réunis dans le seul genre Sarcina, 
sans tenir compte de leurs différentes origines (estomac, urine, 
biére, etc.) et de leurs qualités propres; de sorte qu’ultérieure- 
ment les auteurs qui les ont étudiées ont donné le nom générique 
de Sarcina & maintes espéces microbiennes ressemblant, il est 
vrai, a la sarcine de Goodsir du point de vue morphologique, 
mais en réalité trés différentes de celle-ci. 

Parmi ces auteurs, il faut citer dabord Falkenheim [5] qui a 
créé beaucoup de confusion & cet égard. Employant du suc 
gastrique qui contenait des sarcines, il cuitivait sur bouillon 
gélatiné divers cocci qui acquitrent la faculté de former des 
paquets sarcinoides quand ils se développent dans une infusion 
de foin. Leur multiplication abondante, leurs dimensions et 
labsence de toute fermentation les distinguent clairement de 
Sarcina ventricult de Goodsir, mais néanmoins Falkenheim 
identifie ses organismes avec celle-ci et, ce faisant, il commet 
une erreur qui se répercute dans la littérature jusqu’en 1921. 
(Heissen) [16], méconnaissant les données précises qu’avait 
fournies Beijerinck, dés 1911. Les travaux de Oppler [6], 
Gruber [7] et Coyon [8] répétent les erreurs de Falkenheim et 
revélent du nom de Sarcina ventricult toutes sortes de sarcines 
aérobies, qui n’ont aucune ressemblance avec le microbe de 
Goodsir. Il est déconcertant de constaler que Stubenrath [9], 
ainsi que Lehmann et Neumann [10] en 1897, nient tout sim- 
plement l’existence d’un tel organisme, parce qu'on réussit 
facilement a isoler du suc gastrique un grand nombre de 
sarcines, aucune de celles-ci ne correspondant a la description 
de Goodsir. 

Parmi les auteurs qui ont fait preuve d'une compréhension 
plus correcte de la question, il faut mentionner les noms 
d’Ehret [44] et de Latzel [42]; le premier faisant l'étude des 
produits de fermentation dans l’estomac malade (alcool éthy- 
lique, aldéhyde, acides acétique, formique et carbonique) sans 
réussir mieux que Latzel 4 cultiver lorganisme en question. 

Les travaux fondamentaux relatifs a la morphologie et a la 
biologie de la sarcine de Goodsir sont ceux de Beijerinck. Dés 
ses premiéres recherches [13] en 1905, ce savant décrivait une 
méthode de culture de J’organisme de la terre arable, en 
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employant du moat d’orge assez acidifié avec l’acide chlorhy- 
drique ou phosphorique pour qu’il soit devenu inapte au dévelop- 
pement de tout autre microbe sauf la sarcine (10-12 cent. cubes 
d’acide phosphorique ou 6-8 cent. cubes d’acide chlorhydrique 
normal pour 100 cent. cubes de motit). Quand on remplit com- 
pletement un flacon bouché de 50 cent. cubes, contenant 2 ou 
3 grammes de terre, avec ce liquide, et qu'on le porte & I’éluve 
a 35-37°C, une fermentation se manifeste aprés douze & seize 
heures et celle-ci augmente, de sorte quaprés vingt-quatre 
heures toule la masse se trouve en pleine fermentation et 
expulse le bouchon pendant qu'une écume épaisse couvre le 
liquide. Quand on examine au microscope un peu du dépdt 
terreux, on le voit mélé & une mullitude de sarcines en paquets 
de grandes dimensions (fig. 1) ressemblant en tous points & ceux 
qu on trouve dans |’estomac. 

Quand un volume convenable (environ 1 cent. cube) du dépot 
est reporté dans un autre flacon conienant le méme liquide qu» 
précédemment la fermentation se poursuit en série, le dépdt se 
purifiant & chaque passage de plus en plus, jusqu’aé devenir 
blane et sableux. On voit alors au microscope des paquets 
énormes (fig. 2). Le fait a été établi par Beijerinck, que ces 
transplantations ne peuvent étre effectuées que pendant le 
temps ot le liquide se trouve en fermentation, tandis qu’elles 
échouent si on les fait apres que la fermentation a cessé (qua- 
rante-huit a soixante heures aprés le début). Le suc gastrique, 
obtenu de l’estomac d’un sujet porteur de sarcines, ne donna 
sucune culture, de sorte qu’il ne fut alors pas possible de prouver 
Videntilé de la sarcine du sol avec Sarcina ventriculi. Cette 
identification ne put étre réalisée qu’a la fin de 1911 [44] par 
introduction directe du sue gastrique dans un flacon contenant 
le mout acide & la température du corps. Dans ces conditions, 
la fermentation se produisit exactement comme avec la terre 
arable et les sarcines étaient identiques dans les deux cas. La 
multiplication est rigoureuse ment limilée aux conditions d’anaé- 
robiose et 4 la présence de sucres (dextrose, lévulose, maltose ou 
sucrose) et de peptones, telles qu’on les trouve dans les prépa- 
rations commerciales ou dans le moat et dans l'eau de levure. 

Ces faits montrent clairement la cause des insucces, dans les 
essais de culture de ces organismes, des recherches antérieures : 
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lusage de matériel inadéquat, par exemple trop vieux, et un 
milieu sans sucre et insuffisamment acide, de telle sorte que 
dautres organismes génaient le développement des sarcines. 
Dans les cas cependant of un abondant développement aérobie 
de Sarcina ventriculi a 6lé indiqué, avec perte des propriétés 
fermentalives (Falkenheim, Stubenrath, etc.), on peut étre 
assuré qu'on était en présence de ces sarcines aérobies, qu’on 
trouve dans l’air, et dans la poussiére et qu'on peut donc 
sattendre & trouver aussi dans l’estomac. 

Les publications subséquentes ne nous informent que des 
tentatives vaines effectuées pour cultiver les sarcines du suc 
gastrique (Latzel [42], Gerhard [15], Heissen [16]). Ces auteurs 
étaienl| manifestement ignorants des recherches heureuses de 
Beijerinck, et c’est ainsi que, dans la derniére édition du livre 
bien connu de Boas [17], sont seuls rapportés les résultats des 
investigations des auteurs allemands mentionnés ci-dessus. 

Ce court apercu historique montre que ce que nous savons 
de celte remarquable sarcine de l’estomac est presque limité 
aux observations cliniques et qu'une grande partie de la litlé- 
rature sur les sarcines s’adresse a tort aux sarcines aérobies, de 
sorte qu’elle est sans valeur pour l'étude de l’organisme décrit 
par Goodsir. Seuls, les travaux des deux auteurs hollandais. 
Suringar et Beijerinck ont contribué 4 nous faire connaitre sa 
morphologie et sa biologie. C’est parce que cette sarcine de 
l’estomac est encore loin d’étre suffisamment étudiée qu'il m’a 
semblé utile d’essayer de combler les lacunes restantes en con- 
tinuant les recherches de Beijerinck. 

Cest aussi le cas pour un autre type de fermentation sarci- 
naire, vu pour la premiére fois par Lindner [18] dans les pales 
de farines en acidification sponlanée, surtout quand il s’agit 
d’une fermentation butyrique. Dans ces cas, on rencontre des 
sarcines trés volumineuses qui ressemblent & la Sarcina ventri- 
cult comme forme et comme dimension. Ce méme organisme 
a été décrit par Henneberg {19]. Lindner l’appela Sarcina 
maxima, mais, d apres une communication particuliére du pro- 
fesseur Lindner, elle n’a pu élre isolée en culture pure et on nen 
connait nila biologie, nil’identité possible avec la Sarcina ventri- 
cult. On peut dire la méme chose de la Sarcina paludosa, décritv 
par Schréter [20] mentionnée ultérieurement par quelques . 
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auteurs (Wilhelmi [24], Kolkwitz [22] etc.). et qui se trouve 
dans la boue de rivieres polluées ou des conduites d’eaux ména- 
géres. 

Un dernier groupe de sarcines-ferments est celui de la fer- 
mentation méthanique, décrit par Sodhngen [23]. Quoique la 
production de méthane et d’acide carbonique, a partir des sels 
d’acides gras, ait été étudiée soigneusement par cet auteur, 
lisolement de la sarcine ne réussit pas, malgré maintes ten- 
tatives. 

Il semble indiqué de comprendre ces sarcines, qui toutes 
sont rigoureusement anaérobies et dont le métabolisme se 
borne a des processus de fermentation, dans un groupe nou- 
veau, bien a part des sarcines ordinaires et aérobies, qui sont 
dans limpossibilité de vivre sans oxygene et par la montrent 
une relation intime avec les staphylocoques communs. Ce 
groupe pourrait raisonnablement étre appelé Zymosarcina 
contenant les espéces : Zymos. ventricult (Goodsir), Zymos. 
maxima (Lindner), Zymos. methanica (Séhngen). 

Nous laissons ici hors de discussion les sarcines qui déter- 
minent une maladie de la biere et qui ont été décrites par 
Lindner dans sa monographie de 1888. La connaissance de 
ces organismes est encore loin détre compléte, malgré les 
études de Henneberg et d'autres auteurs. Elles ne sont pas 
ferments, elles sont anaérobies facultatives, et semblent étre 
ligées aux bactéries de la fermentation lactique. Ces sarcines 
méritent que leur étude soil reprise et mise au point. 


Zymosarcina ventricult (Goodsir). — Son habitat normal est 
lestomac humain malade. Toutes les tentatives pour la trouver 
dans un estomac normalement sain ont échoué. La maladie qui 
favorise sa multiplication est l’ulctre du pylore, qui cause, par 
le rélrécissement de celui-ci, une rétention anormalement 
longue des aliments. Quand Vulcére est d'un caractére bénin, 
ainsi qu’au commencement des formes malignes, il y a une 
hyperacidité chlorhydrique. Dans ce milieu fortement acide 
(pH: env. 1,5) et riche en hydrates de carbone, la sarcine trouve 
son ambiance favorable; elle se développe intensément sans 
rien avoir & redouter des rares micro-organismes (levures, etc.) 
qui peuvent résister a cette forte acidité. 
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Cependant, lorsque l’acide lactique supplante l’acide chlorhy- 
drigue, comme il arrive dans les cas graves de carcinome, la 
sarcine est tenue en échec par le développement de nombreux 
autres microbes, parmi lesquels prédomine le long bacille de 
Boas-Oppler. Il sera démontré plus loin que la sarcine est 
beaucoup moins résistante a l’acide lactique qu’a l’acide 
chlorhydrique, mais encore semble-t-il exister, suivant Heis- 
sen, dans le suc gastrique de ceux qui souffrent d’un cancer 
de lestomac, une enzyme capable de dissoudre les paquets de 
sarcines. 

On a trouvé quelquefois ceux-ci dans l’estomac d’animaux. 
Virchow ena vu dans un estomac de lapin et mes recherches 
mont amené deux fois au mém» résultat, quand le contenu 
stomacal de l’animal (lapin et cobaye), 4 demi digéré, a élé 
mis en culture dans un motit acidifié. Les animaux étaient en 
bonne santé et les sarcines, apparemment invisibles au micro- 
scope, étaient évidemment des hétes accidentels de l’estomac, 
arrivés 1a mélangés a la nourriture. 

Il n’est pas étonnant qu’on les trouve aussi dans |’intestin 
des malades qui en hébergent dans leur estomac. Les matiéres 
fécales normales nen contiennent pas. Mes invesligations ne 
m’en ont jamais montré, ni dans les féces humaines, ni dans 
celles des animaux. 

Leur présence habituelle dans le sol, signalée par Beijerinck 
(1905) est un fait remarquable, que j'ai étudié particuliére- 
ment. En premier lieu, il y avait 4 déterminer quel degré 
d’acidité était le plus favorable a l’expérience de Beijerinck 
avec la terre dans une solution acide de mott et dans d’autres 
milieux; en second lieu, quelles influences exercent les diffé- 
rents acides, et cn troisiéme lieu comment se présentent les 
sarcines dans les différents échantillons de terre. 

Le fait a été établi que les divers échantillons de lerre 
requiérent des quantités d’acide tres différents pour donner un 
résultat positif. Quelques-uns ont besoin d'un pH de 1-2; 
mais six des échanlillons que j’ai examinés ne donnérent des 
sarcines qu’avec un moutt non acidifié (yH : 5.5). Avec un pul 
plus élevé, il n’y avait aucun développement parce que d'autres 
organismes élouffaient les sarcines. A quelques exceptions 
pres, les membres du premier groupe élaient des échantillons 
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de terre d’une alcalinité initiale élevée. La plupart des membres 
du second groupe étaient acides. Des échantillons de boue d'un 
tank-Imhoff et les boues aclivées se comporlent comme le pre- 
mier groupe. Tous les échanlillons de terre paraissaient con- 
tenir. des sarcines lorsqu ils étaient mis en culture en présence 
d'une acidité convenable du mott. Une seule exception se 
révéla ; il s’agissait d’un échantillon de terre pris & quelques 
décimétres de la surface du sol. 

Quand j'ai examiné des échantillons provenant de différents 
points du littoral et des dunes hollandais, ainsi que des Indes- 
Néerlandaises, ce fait s’est toujours confirmé : ils étaient tous 
positifs, terre ou boue de la surface de la terre, prélevés 
n’importe ot seuls ceux que je prélevais au-dessous de la sur- 
face étaient négatifs. 

La sarcine semble done étre un organisme ubiquitaire ; si sa 
présence quasi-universelle n'a pas été remarquée, Cest appa- 
remment a cause des conditions particuliéres de son développe- 
ment. 

ILest done vraisemblable que les germes des sarcines sont 
transportés & la surface du sol par les vents, ce qui explique 
qu’on en trouve jusque dans les endroils les plus déserts du 
littoral et des sables des dunes. 

L’action propagatrice du vent a d’ailleurs pu étre démontrée 
en placant des assiettes contenant de la terre stérilisée & l’exté- 
rieur d'une fenétre du premier étage du laboratoire ; une plaque 
de verre formant couverture était placée & 10 centimétres au- 
dessus des assiettes pour éviter la chute des poussiéres sales. 
Aprés trois semaines, on pouvait trouver des sarcines dans ces 
écliantillons de terre par la culture. On ne doit, par consé- 
quent, pas s’étonner que des fermentations spontanées A sar- 
_ cines se produisent dans l’estomac humain, quand les circons- 
“tances sont favorables ; leurs germes sont partout présents. 

L’influence d’autres neides que acide chlorhydrique pour 
acidifier le mott n'est pas seulement fonction du pH de celui-ci: 
le caractére des molécules non dissociées joue un rdle impor- 
tant. Les acides minéraux sont plus favorables que les acides 
organiques. Avec un échantillon de terre tras riche en sarcines, 
on a trouvé comme les plus favorables a l’expérience de Beije- 
rinck, les valeurs de »H suivantes : 
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L’acide oxalique était empéchant avec toutes les valeurs 
du pll. Comme il a été dit ci-dessus, il est possible que d'autres 
échantillons aient besoin d’autres acidités. Pour s’en rendre 
compte, il était intéressant de déterminer quel maximum d’aci- 
dité (plus bas pH) est toléré par Jes cultures pures. Les pH mini- 
mum qui permettent une fermentation sont les suivants : 
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Les chiffres pour les acides indrganiques s’avérent encore 
remarquablement bas. On est étonné de la résistance a de 
fortes proportions d’acide nitrique; nul aulre organisme, a ma 
connaissance, n’en supporte de semblables. Envers l'acide 
phosphorique, cette résistance est telle que l’on peut ajouter 
70 cent. cubes d’acide normal 4 100 cent. cubes de motit sans 
entraver la fermentation. Mais alors le pH n’est descendu qu’a 
{,35 et l’acide n’est pas assez fort pour l’abaisser encore. 

Lieffet de la fermentation sur le pH dans le moti a 6té éludié 
et voici les résultats 
Changement du pH pendant la fermentation (mott de pH —5,48 


avec lacide chlorhydrique et Vhydroxyde de soude respecti- 
vement). 


AVANT LA FERMENTATION APRES LA FERMENTATION 
17,3 1,4 
1,64 1,65 
2,4 2,41 
2,84 2,9 
3,65 3,74 
462 4,24 
5,48 4,6 
1,32 5,08 
8,3 5,06 
8,77 48h 
9,16 4,71 
9,6 51S 
9,8 4 84 
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Quand l’acidilé initiale est élevée, la fermentation n'y ajoule 
rien; les acidités plus basses commencant par pH : 4,6 sont 
accrues et l’alcalinité est changée en une acidité d’environ 5,0, 
sans égard pour l’alcalinité initiale. Ces faits s'expliquent par 
une production vigoureuse de CO, et dune petite quantité 
d'acide acélique fourni par la dégradation du sucre de mott 
(voir ci-apres pour plus de détails). 


D&iVELOPPEMENT SUR MILIEUX SOLIDES. 


Comme il a déja été démontré jusqu’a pré-ent par lous les 
auteurs, la sarcine ne se développe pas sur les milieux solides 
usuels; ceci en raison des effets de trois facteurs : 

{° Emploi de matériel trop ancien ; 

2° Milieux non appropriés; 

3° Conditions aérobies. 

Beijerinck a tourné les dilficultés et a réussi 4 obtenir des 
cultures par ensemencenients dans des tubes de modt gélosé 
qu il portait & 30-37° C. Daus ces conditions des colonies blan- 
ches de sarcines se forment, qui, transplantées dans le mott, 
reproduisent de nouveau des cultures douées de propriétés 
fermentantes trés aclives et qu’on peut facilement purifier 
par réensemencements successifs (fig. 3). 

On a vu quil est possible de simplifier cette méthode en 
mélangeant quelques gouttes d'une culture impure dans un 
tube de mott gélosé (1) fondu & 50° C.et en versant ce mélange 
dans une boite de Petri ordinaire. Dans la couche solidifiée de 
gélose, de 3-4 millimétres d’épaisseur, les colonies se déve- 
loppent tout & fait normalement (fig. 4). Les bulles de gaz, 
formées aulour d’elles, indiquent leurs propriétes fermenta- 
tives. Quand l’ensemencement a été trop abondant, Ja gélose 
en est complitement boulevers‘e (fig. 5). Ceci indique que la 
présence ou l’absence d’air semble avoir peu d’importance. La 
protection contre l’oxygeéne que donne la mince couche de 
gélose est apparemment suffisante pour permetire un dévelop- 
pement parfait. L’ensemencement ellectué & la surface de la 


ae Cette gélose n’a pas besoin d’étre acidulée quand le matériel qui con- 
tient les germes de sarcines est A peu prés pur. 
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gélose est inefficace. Ce n’est que lorsqu’on met un exces de 
sarcines actives & la surface de la gélose qu’on voit quelques 
fragments de paquets se développer en colonies, évidemment 
protégées contre l’air par l’excés de leurs congénéres (fig. 6). 
En placant ces boites de Petri dans le vide, le développement 
est plus abondant et on obtient des colonies de surface de 
quelques millimétres de diamétre (fig. 7). On peut, en raison 
de ce fait, considérer cet organisme comme anaérobie, quoique 
pas trés rigoureusement. 

Avant de procéder a la description morphologique et a 
l'étude des propriétés physiologiques de Z. ventriculz, il faut 
encore fournir quelques renseignements sur la maniére 
d’obtenir Z. maxina. 

Lindner a trouvé celle-ci d’abord dans les pates de diffé- 
rentes farines (Getreidemaischen) abandonnées & la fermenta- 
tion buty:sque spontanée; mais, par de multiples répétitions 
de cette expérience, j'ai appris que dans ces conditions le 
développement est bien pauvre et hasardeux. En général il est 
annihilé par le développement d'un nombre excessif de bac- 
téries, de sorte quon ne trouve que de rares sarcines ou 
méme pas du tout; ces pates riches en amidons semblent 
mieux convenir aux bactéries qu’aux sarcines. Le conseil de 
Henneberg d’employer une solution de saccharose ne donne 
pas de meilleurs résultats. L’usage du moitt acidulé permet 
seulement d’obtenir a l'occasion des cultures de Z. ventricula 
quand il était ensemencé avec du blé, ce qui prouve que ces 
organismes sont presque toujours présents sur les céréales. 

Toutefois, les résultats sont bien meilleurs quand on emploie 
du son sans farine, mélangé avec une solution de saccharose 
de 243 p. 100 et acidifié fortement avec l’acide chlorhydrique 
ou mieux encore phosphorique (pH : 2,1). 

Alors le liquide porlé a 37° pendant vingt-quatre a trente- 
six heures, entre en fermentation vigoureuse (fig. 8) et on y 
trouve beaucoup de paquets de sarcines d’assez petites dimen- 
sions, mais trés purement formés, comme le montre la figure 9, 
qui représente un cas non exceptionnel, ot les sarcines s'étaient 
développées en culture presque pure. Quand une partie du pré- 
cipité (1 cent. cube) est reportée dans un flacon de moit acide, 
la fermentation procéde comme d’habitude et on peut faire des 
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cultures & peu pres pures de la méme maniére qu’avec le 
Z. ventriculi. Il n'y a qu'une différence importante : c'est 
V'odeur du liquide en fermentation et des colonies en gélose. 
Lorsqu'il s’agit de Z. ventriculi lodeur est alcoolique et pas 
désagréable, tandis que dans ce dernier cas on observe une 
odeur d’acide butyrique, qui indique qu'une autre sarcine que 
celle de Goodsir s’est développée. On peut obtenir des colonies 
de la méme maniére que celle décrite ci-dessus. Leur forme et 
leur couleur sont & peu prés les mémes, mais |’odeur est nette- 
ment celle de l’acide butyrique. On peut les identifier avec le 
microbe de Lindner (quoique ce dernier ne lait pas obtenu en 
culture pure) et leur donner le nom de Zymosarcina maxima. 
Cependant quelques échantillons de son de blé ordinaire don- 
naient des cultures de Z. ventricul: dans les circonstances 
ci-dessus décrites et presyue tous les donnaient avec le mott 
acide. On a aussi consiaté que les deux sarcines se trouvent 
dans le son et que le développement de !’une plutét que de 
lautre dépend de circonstances encore insuffisamment coanues. 


MorPHOLOGIE ET PHYSIOLOGIE. 


Les propriétés morphologiqnes de la Zymosarcina ventriculi 
ont été décrites par Goodsir d'une maniére si claire qu’elle 
nécessite peu de commentaires. Les études minutieuses de 
Suringar ont pleinement confirmé cette description. Elles mon- 
trent que le diamétre de chaque élément en coccus d’un paquet 
de sarcines est de 3,5 & 4.u, mais que le dédoublement continu 
dans les trois dimensions perpendiculaires empéche la forma- 
tion de cubes parfaits aussit6t que le nombre des cellules 
excéde & peu prés 60; les cellules s’aplatissent alors l'une 
contre l'autre et les paquets deviennent irréguliers. Ce phéno- 
méne s'observe beaucoup moins dans les cultures de Z. maxima. 
Les paquets restaut plus petits, les cellules individuelles sont 
en général réguliérement formées et gardent leurs formes 
rondes, lorsque les paquets deviennent volumineux. Leur dia- 
métre est un peu plus grand que celui du Z. ventriculi, soit 
48 4,5 yu. Les paquets sont plus facilement détachables les uns 
des autres, de telle sorte qu’on peut les diviser en de plus 
petits en pressant légérement la lamelle couvre-objet. Dans les 
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cultures pures en moat, les petits paquets prévalent de nouveau. 

En ce qui concerne l’influence de la température, on peut 
dire que la T. minima se trouve aux environs de 15°C pour les 
deux organismes, la maxima pour la Z. maxima est un peu 
au-dessus de 40°C, tandis que la Z. ventriculi fermente encore 
a 45°C. La croissance optima pour la Z. maxima se fait 4 30° et 
pour la Z. ventriculi de 30 & 37°C. 

On ne voit jamais de spores, quelles que soient les condi- 
tions de sécheresse ou d’humidité. Les examens scrupuleux de 
Suringar, Beijerinck et tant d/autres investigateurs n'ont 
jamais permis d'en observer. 

Les deux organismes sont facilement colorés par les colo- 
rants usuels tels que le bleu de méthyléne ou la fuchsine et 
ils donnent une réaction de Gram positive, Si on met les 
paquets de sarcines dans des solutions trés diluées de colorants, 
la plupart d’entre eux absorbent la couleur. Plus la culture est 
vieille, mieux elle se colore. Aprés la fin de la fermentation 
tous les paquets prennent le colorant, prouvant que tous 
sont morts. Dans les cultures en pleine fermentation, au 
contraire, une petite partie seulement des cellules dans chaque 
paquet est colorée et la plupart restent incolores : ce sont les 
cellules jeunes, encore capables de reproduction. Ceci corres- 
pond avec le fait mentionné plus haut, que les cullures gardent 
leur vitalité deux a trois jours seulement et qu’elles doivent 
étre réensemencées dans ce délai. 

Lorsqu’on fait agir le réactif de Schultze (solution concentrée 
de chlorure de zinc, contenant Viode libre), on peut confirmer 
ce fail, sur lequel Suringar a le premier attiré attention, que 
la paroi cellulaire de Z. ventriculi contient de la cellulose. 
Suringar recommande de traiter d’abord par l’acide nitrique 
concentré ou la soude, aprés quoi la couleur apparait trés net- 
tement; mais déja sans aucun traitement la coloration violette 
montre bien les sarcines lorsqu’on les a laissées quelques 
minutes dans le réactif avant de recouvrir avec la lame couvre- 
objet. La teinte violette des cellules devient surtout tres appa- 
rente aux endroits oti Viode a été absorbé et ott le Jiquide est 
décoloré. 

Les Z. maxima et Z. methanica ne prennent pas cette colo- 
ration. 
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NUTRITION DES SALCINES. 


Comme nous l’avons déja établi, toutes les cultures de sar- 
cines échouent, quand elles sont faites dans un milieu sans 
sucre, soit avec, soit sans oxygéne; pour vette raison les infu- 
sions de foin, recommandées par Falkenheim, sont inutili- 
sables. Si au contraire on ajoute du sucre, l’eau peptonée, la 
décoction de levure ou le bouillon deviennent utilisables pour 
la croissance de Z. ventriculi et de Z. maxima. Les sucres fer- 
mentescibles sont : dextrose, lévulose, galactose, maltose, 
sucrose, lactose. Le raffinose, xylose, arabinose sont peu aptes 
a la culture de Z. maxima. et tout a fait inutilisables pour 
Z. ventriculi. L’amidon, les dextrines, la glycérine, la dulcite 
et la mannite, aussi bien que les acides organiques ct leurs 
sels, sont sans aucun profit pour les deux organismes. Comme 
source de nitrogéne il n’y a que les protéines peptonisées, 
telles qu’on les trouve dans les peptones du commerce, dans 
le mott ou l’eau de levure, qui sont favorables a Z. ventriculi 
eta Z. maxima. Ni l’asparagine, ni les acides aminés inférieurs 
comme le glycocolle, ni l'urée, ni les composés inorganiques 
de l’azote ne sont utilisés; de méme le lait, malgré son 
lactose. Z. methanica au contraire ne fermente que les sels 
d’acide gras avec un nombre pair d’atomes de carbone (1), en 
employant les sels d’ammoniaque comme source de nitrogéne, 
tandis qu'elle laisse les sucres inchangés. 

Aucune des sarcines fermentantes n’est capable de liquéfier 
la gélatine, comme la plupart des sarcines communes, aérobies, 
peuvent le faire. Une trace de catalase est formée par Z. ventri- 
cul?, mais non par les autres espéces. Les graisses et |’amidon 
ne sont pas transformés; l’esculine et l’indican ne sont que 
lentement hydrolysés. Le tyrosinase ne peut pas é!re décelé. 


PRODUITS DE METABOLISME. 


Les produits de fermentation de Z. ventriculi étaient peu 
connus, ceux de Z. maxima pas du tout lorsque j'ai commencé 
mes investigations. G. Wilson, qui examina les produits dans 


(1) La fermentation rapide des formiates est la seule exception. Voir 
Sohgen [23]. 
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le suc gastrique, trouva de l'acide avétique, tandis que quelques 
auteurs (Hasse, [3] mentionnent souvent l’acide butyrique 
(lV Essigbutler: dure). 

Beijerinck, en analysant les gaz de fermentation, trouvait 
75 p. 100 CO, et 25 p. 100 H,. Il dit avoir trouvé de l’acide 
lactique, sans toutefois donner des détails sur sa quantité, ni 
sur la maniére dont il l’a reconnu. Ehret [44] en éludiant de 
nouveau les produits de fermentation dans l’estomac d’un malade 
qui, pendant trois jours, n’avail consommé que de l’eau, du 
sucre et du pain, lrouva de l’alcool éthylique et des acides acé- 
tique et formique. Les gaz collectés étaient « surtout l’acide car- 
bonique, une petite quantité d’hydrogéne étant possible ». ll me 
semblait désirable de compléter ces indications bien sommaires. 

Aprés avoir établi que la Z. ventriculi aussi bien que la 
Z. maxima ne peut consommer que 1 1/2 ou 2 p. 100 de sucre 
fermentescible en solutioa de peptone ou d’eau de levure (la fer- 
mentation s’arréte 1a et laisse les doses plus fortes inattaquées), 
{ litre d'une solution 4 2 p. 100 de dextrose et de lévulose en 
un de ces milieux a été abandonné a la fermentation. On 
acheva de remplir les récipients avec de la paraffine slérile, ct 
on les ferma avec un bouchon de caoutchouc stérilisé, a tra- 
vers lequel passait un tube & robinet et un second tube pour 
conduire les gaz dans un autre récipient rempli d’une solution 
saturée de chlorure de sodium. Aprés ensemencement de 
quelques centimétres cubes d’une culture pure en pleine acti- 
vité fermentative par le tube & robinet, la fermentation ne 
tarda pas a s‘établir, et une partie de la paraffine liquide fut 
refoulée dans le second récipient dont elle recouvrit la solution 
de sel, la séparant ainsi des gaz, ce qui empécha la dissolution 
de ces derniers dans la saumure. Aprés quelques jours de fer- 
mentation active le processus s’arréta et on sépara les deux 
récipients, aprés qu'un léger chauffage du premier eul chassé 
la plus grande partie des gaz dissous. La production totale des 
gaz ful alors mesurée et analysée. Dans la liqueur fermentée 
les produits au métabolisme turent éludiés d’aprés les méthodes 
couranles (1). Avec la Z. maxima deux expériences de fermen- 
tation, |'une avec ct Vautre sans addition de carbonate de 


(1) Pour les détails yvcir ma monographie : Die Giérungssarcinen (Gustav 
Fischer, Jena, 1930). 
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chaux stérilisé, furent mises en marche. L’addition de carbo- 
nate accrit la proportion du sucre fermenté de 0,6 & 1,4 p. 100 
et fit varier les quantités d’acide formé (voir tableau 1). 


Tasteau I. — Produits de métabolisme de Zymos. ventriculi 
et de Zymos. maxima. 


Z. ventriculi Z. marima 


PRODUITS Eau 
Eau de levure| Eau de levure|Eau de levure peptonée 
(Pourcentage avec 2 p.100 | avec 2 p. 100 | avec 2 p. 100] 1,50 p. 100 


de sucre fermenté) de dextrose de levulose de dextrose te ae 


(1,52 p. 100 (1,94 p. 100 (0,6 p. 100 carbon. 
(1,4 p. 100 


de fermenté) | de fermenté) | de fermenté) | 47 fermenté) 


Acide carbonique. .. . 5 36,3 38,7 
Hy drogene tt genes } 2,55 2,36 
Alcool éthylique ... . : 50,6 Trace. Trace. 
Acide formique : 4,05 0,72 
Acide acélique 10,0 ATg3 
Acide butyrique .... 2 Sid 25,4 
Acide succinique. .. . 3,44 395 
Acidenach dae w.. aes 40,7 Tea 
Acétol-méthyl-carbinol. 


101,14 94,13 


L’analyse met en évidence ce fait que Jes produits principaux 
du métabolisme de Z. ventricudi, aussi bien du dextrose que du 
lévulose, sont l’acide carbonique et lalcool éthylique en quan- 
tités & peu prés égales. Ce métabolisme montre donc une res- 
semblance presque compléte avec la fermentation alcoolique 
ordinaire; seule la production d’acide acétique et d’une petite 
quantilé d’hydrogéne l’en distingue. Z. maxima, au contraire, 
ne produit pas d’alcool, mais une quantité considérable d’acide 
butyrique, comme l’odeur des cultures l’indiquait déja et, en 
outre, se forment encore des quantités minimes dacides succi- 
nique et lactique. Ces produits sont analogues A ceux des hac- 
téries de fermentation butyrique, auxquelles la Z. marima 
semble ¢tre physiologiquement apparentée. Ainsi on comprend 
pourquoi l’acidité (pH) des cultures de Z. ventriculi reste con- 
stante ou augmente quand le pH initial est bas, et diminue 
jusque vers 5, lorsqu’il est élevé. L’acide carbonique formé 
n’esl pas capable d’accroitre l’acidité, mais il change facilement 
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une neutralité ou une alcalinité initiale en acidilé correspon- 
dant & celle d’un Jiquide qui est saluré de ce gaz et dont le 
pl est voisin de 5. La valeur finale de pH dans les cullures de 
Z. maxima se trouve abaissée, en rapport avec la formation d’un 
peu d’acide butyrique. La fermentation gastrique produit tou- 
jours une odeur alcoolique et ne révéle jamais la présence 
d’acide butyrique. Ce fait démontre que Z. maxima ne se déve- 
loppe pas dans l’estomac malade, tandis que les sarcines des 
pates de farine donnent une fermentation butyrique, ce qui 
indique quil s'agit de Z. maxima. 

Le métabolisme de Z. methanica, comme l'a établi depuis 
longtemps Séhngen [23], produit du méthane, de l’acide carbo- 
nique et du carbonate de chaux en présence des sels calcaires 
des acides gras. Quand on réalise artificiellement celte fermen- 
tation a 35 ou 37° C., les sarcines sont pelites, mais quand la 
fermentation méthanique se produit dans la nature et & la 
température ordinaire, les paquets de sarcine ont des propor- 
tions beaucoup plus volumineuses jusqu’aux dimensions de 
Sarcina paludosa, \elle qu'elle a été décrite dans la littérature, 
et elles ressemblent alors & Z. ventricult. La ressemblance 
devient tout & fait grande quand on Iraite de la boue (surtout 
celle provenant de lits bactériens percolateurs) avec une solu- 
tion d’acétate de chaux & 20° C. environ. Le mélange se met 
rapidement en fermentation méthanique et la boue revéle des 
paquets de sarcines de grandes dimensions (fig. 10), qu’on ne 
peut distinguer de Z. ventriculi. Mais les cultures pures de ce 
dernier organisme ne donnent pas de fermentation dans une 
solution a l’acétale, tandis que les cultures méthaniques, puri- 
fiées autant que possible par des transplantations multiples, ne 
fermentent pas les solutions sucrées propres a la fermentation 
par Z. ventriculi. 

La derniére question que voici demande une réponse : Quelle 
peut étre la raison pour laquelle Z. ventriculi et Z. maxima, si 
répandues dans la nature sur toutes espéces de substratums, 
restent en vie sur ces derniers pendant des mois et méme des 
années, tandis que les cultures pures de ces organismes meurcnt 
en deux ou trois jours, de sorte qu'on doit les transplanter 
tous les deux jours pour les conserver vivantes ? 

La formation de spores est exclue d’aprés toutes les expé- 
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riences. Ni quand on séche les sarcines en fermentation active, 
ni quand on les mélange a de la chaux stérilisée, sable ou 
terre, sec ou humide, & nu ou immergées dans l'eau ou dans 
une solution sucrée (ou les levures survivent si longlemps), ni 
dans l’eau d’égout, elles ne peuvent survivre. Toutes les tenta- 
tives faites pour prolonger leur vitalité dans les conditions les 
plus variées ont échoué. On peut admettre sans réserves que 
les paquets de sarcines, transportés dans les conditions de la 
nature libre, meurent aussi rapidement. Or, tout au contraire, 
quelles que soient les conditions extérieures de conservation 
des matériaux comme le sable, la terre seche ou immergée, ils 
conservent intacte pendant des mois la propriété d’engendrer 
des fermentations & sarcines bien qu’on puisse affirmer avec 
certitude que ces matériaux ne conliennent pas de paquets de 
sarcines apparemment vivantes. Et ceci est confirmé par 
l'examen microscopique des dits matériaux. La recherche la 
plus minutieuse pour y trouver des organismes sarcineux n’a 
jamais pu permettre d'y découvrir la présence d'un seul paquet 
de sarcines ou de cocci de 31/2 & 4 », soit en préparations 
colorées, soit par examen a |’état frais de quantités allant de 
0,2 & 0,5 jusqu’é 2 grammes, amplement suffisantes pour 
assurer une fermentation. 

La conciusion a lirer de ces observations est que les sarcines 
existent et gardent leur vitalilé dans les matériaux naturels, 
comme la terre et le sable, sous une forme invisible ou diffé- 
rente de celle qui nous est connue, et que cette forme posséde 
une vitalité considérable. 

L’expérience suivante illustre cette différence d'une maniére 
frappante. Une portion de sable ordinaire (dont 0 gr. 5 donne 
généralement une fermentation sarcineuse dans un motitacide) 
est partagée en deux parties: l'une (A)est stérilisée et l'autre (B) 
est laissée dans de l'eau de conduite ordinaire. La partie sté- 
rilisée est ajoutée & une quantité convenable de moat et ense- 
mencée avec une culture de Z. ventricud?. Quand la fermentation 
(a 30°C.) commence & diminuer, le liquide est jeté et le sable, 
neltoyé par lavage, est gardé également dans de l'eau ordinaire. 
L’examen microscopique de cette partie montre une quantité de 
paquets de sarcines entre les grains de sable, tandis que la 
portion Bn’en contient aucun. 
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Le jour suivan!, il est généralement possible d’obtenir une 
fermentation sarcineuse avec les deux parties, mais dés le 
second jour ce nes! plus possible, et ce ne sera possible dans les 
mois suivants, qu’avec le sable de la partie B. En attendant, les 
sarcines de la partie A restent visibles et inaltérées, mais 
paraissent avoir perdu toute vitalité. Il n’apparait jamais d’ orga- 
nismes d'une autre forme ni des spores dans les cellules exis- 
tantes, tandis que la partie B reste vide au point de vue optique. 

Les paquets de sarcines représentent évidemment une forme de 
vie de ces organismes extrémement délicate et, une fois consti- 
tués, il ne semble pas y avoir de possibilité de les ramener a l'état 
originel dans lequel les sarcines restent en vie dans la nature. 

Cette résistance est démontrée aussi par leur comportement 
envers les températures élevées et envers les antiseptiques. Les 
cultures pures sont trés sensibles 4 l’une et aux autres. Z. ven- 
triculi, dans le sable et Peau, est tuée & 65° C. en dix minutes 
(sans sable, 55°C. est déja une température mortelle) ; Z. maxima 
meurt en vingt minutes a 55° C. Le sable brut lui-méme exige 
dix minutes 4 75° C. et le son quinze minutes 4 60° C avant que 
le développement de sarcines devienne impossible. 

Linfluence des antiseptiques a été étudiée avec l’avide 
ehlorhydrique 0,1 N., la soude 0,4 N., Vacide phénique 
1 p. 100 et 5 p. 100, alcool (96 p. 100 et 70 p. 100) et l’éther 
(saturé d’eau). Envers toules ces substances a l'exception de 
acide chlorhydrique, les sarcines se montrent trés sensibles 
(la mort survenant dans les dix minutes), tandis que dans le 
sable elles résisten! pendant quelques heures, sauf en pré- 
sence de soude 0,1 N. (moins de dix minutes) et d'acide 
phénique 5 p. 100 (quinze minutes). 

Dans un autre travail nous essaierons d établir si les sarcines 
sont susceptibles d’exister sous une forme occulte ou invisible. 
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EXPLICATION DES PLANCHES 


Fie. 1. -- Fermentation déterminée par du sable en mout acide (pH = 1,7). 
Grande masse de Z. ventriculi entre les grains de sable. (Grossis. : 135.) 


Fic. 2, — Dépot de Z. ventriculi a peu prés pur dans un liquide en fermentation. 
Gros paquets de sarcines. (Grossis. : 250.) 


Fic. 3. — Culture pure de Z. ven/riculi provenant d'une colonie en gélose-malt. 
(Grossis. : 380.) 
Fic. 4. — Colonies en gélose-malt, coulée dans une boite de Petri. Les 
bulles de gaz indiquent la fermentation. (2/3 grand. naturelle.) 


Fic. 5. — Plaque ensemencée trop fortement. 
La gélose est dilacérée par Jes gaz. (2/3 grand. naturelle.) 
Fis. 6. — Colonies aérobies de Z ventriculi. 
Ouoiqu’ensemencée abondamment quelques colonies seulement se sont 
développées. (Grand. presque naturelle.) 


Fic. 7. — Colonie anaérobie sur gélose-malt. (Grossis. : 15, 6.) 
Fic. 8. — Fermentation causée par Z. maxima dans du son de blé 
et une solution acide de sucrose. 
Fic. 9. — Préparation microscopique du dépot de fermentation précédent. 
Z. maxima & peu prés pure. (Grossis. : 620.) 
Fic. 10. — Z. methanica provenant de boue de drainage et produisant 


une fermentation dans une solution d’acétate de chaux a 20°C. (Grossis. : 285.) 


RECHERCHES 
SUR LE CYCLE EVOLUTIF ET LA CULTURE 
D’AMEBA BIPLOIDEA 
HARTMANN ET NAGLER (1908), 


par R. DESCHIENS. 


Hartmann et Nagler, en 1908, ont signalé dans l’intestin 
d'un lézard (Lacerta agilis) une amibe caractérisée par la pré- 
sence constante d’un double noyau et par un cycle évolulif trés 
particulier ; ils ont désigné cette amibe sous le nom d’Amvba 
diploidea. 

Nagler, en 1909, a particuligrement étudié la morphologie 
et une partie du cycle évolutif de cette amibe qu'il a cultivée 
sur une gélose nutritive (gélose, 1 gramme, bouillon nutritif, 
40 cent. cubes, eau de robinet, 90 cent. cubes) par ensemence- 
ment du contenu de |’intestin terminal de Lacerta agilis. La 
présence de cette amibe dans |’intestin d’un lézard parait d’ail- 
leurs fortuite, car Nagler ne l’a observée qu'une seule fois chez 
20 lézards examinés; aussi cet auteur admet-il que A. diplotdea 
est une amibe du sol, occasionnellement ingérée par le Jézard. 

J. Robic et moi avons observé, dans un échantillon de terre 
humide provenant des jardins de l'Institut Pasteur de Paris, 
une amibe que j’ai identifiée & 4. diploidea et dont je fais ici 
Pétude. Jindique dés maintenant que l'étude morphologique 
des formes végétatives adultes et des kystes, que j’ai faite, est 
superposableaux données morphologiques recueillies par Nagler; 
en outre, j’ai retrouvé dans ses détails le cycle gamogonique 
étudié par cetauteur; mais, d’autre part, j’ai pu faire une étude 
compléte de la schizogonie non décrile par Nagler et observer 
la formation de mérozoites. 


MoreHococig DE L’AMIBE ADULTE. — En culture sur gélose 
Musgrave, la forme végélative adulte (fig. 1), fixée au Bouin et 
colorée par l’hématoxyline ferrique, mesure de 15 a 33 » de 
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diamétre, avec un maximum de fréquence de 30 ». Les formes 
en voie de division peuvent alteindre 40 u. A l'état frais, la 
taille varie de 12 450 up. 

A, diploidea posstde constamment deux noyaux qui sont des 
noyaux-gametes indépendants, comme l’a établi Nagler. Ces 
noyaux ovoides mesurent 7 ». > 5 » environ; ils sont générale- 
ment en contact l'un avec l’autre sur une plus ou moins grande 
surface. Chaque noyau contient un caryosome prenant forte- 
ment la laque ferrique et entouré d'une zone claire pouvant 
renfermer de la chromatine répartie en fines granulations. 

Le cytoplasme a une structure granulo-alvéolaire et contient 
fréquemment de grandes vacuoles digestives. 

A l'état frais, cette amibe présente un ectoplasme hyalin et 
un endoplasme granuleux, surtout différencié pendant le dépla- 
cement de l’amibe. L’ectoplasme émet assez brusquement des 
pseudopodes peu volumineux, prenanl parfois un aspect en 
houppes ou présentant des plissements de surface comme chez 
certaines amibes de la terre, du type Wahlhampfia. Le dépla- 
eement, relativement lent, se fait par une expansion ectoplas- 
mique qui entraine l'endoplasme. L’endoplasme contient sou- 
vent une ow plusieurs grosses vacuoles contractiles. 

Kystes (1). — Les kystes que l’on peut observer dans les 
cultures dgées de quatre & quarante-cing jours mesurent de 
{1 » & 20 u; ils présentent une épaisse membrane et un cyto- 
plasme granuleux. Les kystes de formation récente (fig. 6) qua- 
drinucléés ont ume taille de lordre de 20 4; ils contiennent 
deux amibes conjuguées binucléées; les kystes plus Agés con- 
liennent deux amibes uninucléées (conjugaison des noyaux) et 
mesurent 15 » environ; les deux individus sont encore séparés 
par une membrane. 

La taille du kyste décroit, dans les cultures, au fur et a 
mesure que se développent les phénoménes de fécondation, puis 
de réduction chromatique, jusqu’a la taille minimum de {4 qui 
répond aux kystes mirs binucléés (fig. 9) aples & libérer leur 
contenu si des circonstances convenables se présentent. 

Cette décroissance de la taille des kystes est peut-Gtre liée a 
une dessiccation du milieu. 


(1) Les mensuralions indiquées ci-dessous ont été faites sur des prépara- 
tions fixées au Bouin et colorées par |’ hématoxyline ferrique. 
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Nous n’envisageons dans ce paragraphe que l'étude morpho- 
logigque des kystes; leur signification biologique et leur place 
-dans le cycle évolutif seront étudiées plus loin. 


Drvision pinatre. — Cette division commence par le noyau, 
avec les caractéres décrits par Nagler: C’est une Promitose, les 
noyaux se partagent en méme temps de facon a peu prés égale 
et lon a des figures de division placées: parallélement; lorsque 
la mitose est plus avancée, il est fréquent de voir les figures 
de division prendre un aspect en croix, une figure de mitose 
eroisant l'autre. Le cytoplasme se divise & son tour et chaque 
nouvelle amibe recoit la moitié de chaque noyau. 

Nagter a signalé des formes & 4 et 6 noyaux qu'il interpréte 
comme Palio de divisions nucléairesisuccessives nom suivies 
de division cytoplasmique. Ces formes, qu’il considére comme: 
accidentelles, correspondent en réalité & des tigures de schizo- 
gonie ainsi que nous allons |’établir. 


ScHIZOGONID OU DIVISION MULTIPLE. — Dans les cultures, de 
huit 4 treize jours, on note la présence d’amibes quadrinucléées 
-dont chaque noyau est em voie de division et d’amibes: octo- 
nucléées de 152.8 25 u. 

Ces amibes a 8 noyaux ne tardent pas 4 présenter des: plans 
de clivage et l’amibe octonucléée se trouve divisée en 4 petites 
amibes binucléées qui sisolent d’un reliquat cytoplasmique 
(fig. 3) et se séparent (fig. 4). 

Ces petites amibes, qui mesurent d’abord de 8 440». aug- 
mentent rapidement de taille pour atteindre les dimensions de 
Vamibe adulte dont elles ont ensuite le comportement. 

Ces éléments du cycle schizogonique n’ont nas été signalés 
par Nagler. Cet auteur a cependant observé des amibes hexa- 
nuclées, mais illes inierprete comme des éléments anormaux 
et il ne les rattache pas au cycle évolutif de l’amibe; il n’a pas 
noté l’apparition de plans de clivage et la division de l’amibe 
octonucléée en 4% peliles amibes binucléées. 

Les éléments que nous venons de décrire figurent les étapes 
dune véritable schizogonie ; la constance de l’apparition des 
formes octonucléées dans les cultures, vers le onziéme jour, 
deur division en 4 petites amibes hinucléées qui se séparent et 
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reproduisent une amibe adulte, est conforme 4 ce qui a été 
décrit chez différentes amibes (en particulier A. minuéa) comme 
un stade schizogonique. II s’agit 14 d’une schizogonie au sens 
strict du mot. 


Gamoconie. — Dans les cultures sur gélose Musgrave, on 
note, du quatriéme au dixiéme jour, une conjugaison des 
amibes, conjugaison décrite pour la premiére tois par Nagler et 
qui se traduit par les phénoménes suivants : 2 amibes de méme 
taille se conjuguent (fig. 5); les 2 amibes conjuguées s’entourent 
d’une membrane épaisse commune et constituent un kyste 
contenant 2 amibes binucléées nettement distinctes; a ce 
moment, les noyaux présentent un aspect particulier; le gros 
caryosome central diminue de volume et la chromatine se pré- 
sente sous l’aspect de grains qui disparaissent progressivement. 

Apres dix a vingt jours de copulation, les 2 noyauxr dune 
méme amibe se fustonnent et les caryosomes se réunissent ; ces 
phénoménes marquent le stade de la fécondation ‘isogamie). 

La fusion nucléaire est suivie d’une fusion cytoplasmique et 
la membrane de séparation des amibes disparait. 

La fécondation proprement dite achevée, on se trouve donc 
en présence d'un kyste contenant une seule amibe binucléée, 
chaque noyau élant d'une lignée différente de l'autre (fig. 7). 

A mesure que ces phénoménes se développent, on observe 
une diminution de volume des kystes qui, mesurant 20 » de 
diametre peu aprés la conjugaison, atteignent 12 & 15 u. de dia- 
métre aprés la fécondation, | 

Aussitét que la fécondation proprement dite a eu lieu, on 
assiste & des phénoménes de réduction chromatique (fig. 8). 
Ces figures réductrices s’observent dans des cultures de trente 
& quarante-cing jours : 

Les 2 noyaux du kyste résultant de la fécondation se divisent 
une premiére fois (6quivalent d’une premiére mitose de matu- 
ration ou de |’éinission du premier globule polaire) ; lun des 
noyaux résultant de cetle premiére division dégénére, le noyau 
subsislant se divise une seconde fois (deuxitme mitose de 
maturation ou émission du second globule polaire) et l’un des 
noyaux résultant de cette seconde division dégénére. 

Comme les 2 noyaux se divisent parallélement ou A un court 
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intervalle de temps, on observe souvent une disposition con- 
forme & celle indiquée figure 8; & l’intérieur d’un kyste, on note 
2 noyaux en division & des stades parfois un peu différents 
(noyaux subsistants) et 2 noyaux en dégénérescence ou 2 noyaux 
de réduction (restes nucléaires). 

Comme les noyaux de réduction peuvent se diviser encore 


Fic. 14. — Cycle évolutif d’Ameba diploidea (demi schématique). 


une fois avant de dégénérer, on peut observer des kystes pré- 
sentant 2 noyaux subsistants et 6 noyaux de réduction qui dis- 
paraissent; on aboutit enfin au kyste mir prét 4 se développer 
si des conditions favorables se présentent (fig. 9). 


CycLe tvoLutir p' Amoeba diploidea. — Ce cycle se résume de 
la fagon suivante (fig. 10) : 
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La forme végétative adulte (a) se multiplie par division 
binaire (6). 

Schizogonie. — Aprés une période de division binaire de 
huit a treize jours (dans les cultures), apparait un stade schizo - 
vonique; le double noyau de |’amibe se divise successivement 
deux fois (¢ 4 d) et on aboutit & une amibe octonucléée (d) avec 
noyaux groupés par paires. Celte amibe présente des plans de 
clivage et se divise en 4 petites amibes binucléées qui sont 
de véritables mérozoiles (e) reproduisant chacun une amibe 
adulte (a). 

Gamogonie. — Entre le troisieme et le dixiéme jour, dans 
les cultures, on nole une conjugaison des amibes (/), les amibes 
conjuguéess enkystent (7), les 2 noyaux accolés de chaque amibe: 
binucléée fusionnent (fécondation), la membrane de séparation 
disparait et on obtient finalement un kyste contenant une 
amibe binucléée & noyaux accolés (A), chaque noyau étant de © 
lignée distincte ; aprés la fécondation apparaissent des phéno- 
ménes de réduction chromatique qui conduisent au kyste mar, 
binucléé, donnant naissance, lorsque des conditions favorables a 
son développement apparaissent, & une amibe végétative (a). 

Curture pv’ Ameba diploidea. — Jai obtenu de riches cul- 
tures impures, ainsi que la culture pure mixte (avec Bacterium 
coli) sur gélose Musgrave, en tube incliné capuchonné ou en 
boite de Petri; la gélose doit étre maintenue humide par addi-- 
tion de 1/2 cent. cube d'eau distillée par tube. ’ 

La richesse de la culture en amibes est généralement A son 
maximum entre le deuxiéme jour et le quatriéme jour, puis la 
densité en amibes décroit. 

Les formes végétatives deviennent rares vers le dixiéme jour; 
entre le quatriéme et le quatorziéme jour s’observe la conju- 
gaison a laquelle l’enkystement succéde; aprés quinze jours on. 
n’observe généralement plus que des kystes dans les cultures. 

Entre le dixiéme et le quinziéme jour, la fréquence des. 
figures ‘schizogoniques est plus grande que dans la période 
antécédente. 

Dans les kystes observés aprés trente & quarante-cing jours. 
de culture, on note des figures de réduction chromatique. 

Les kystes peuvent se conserver pendant dix mois & un am 
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au mois; leur ensemencement, aprés cette longue période, 
donne une nouvelle culture. 

Les cultures peuvent étre infectées par des Chytridinées du 
genre SpAerita. Ges champignons se présentent ‘sous l’aspect 
de masses sporangiales de volume variable (1 4.420 .) contenant 
parfois seulement quelques spores, mais le plus souvent un 
nombre considérable de spores. Il s’agit la de sporanges mirs, 
mais on peut trouver également des formes jeunes du champi- 
gnon possédant um noyau puncti‘orme et des stades assez 
avancés se présentant sous l’aspect d'une masse plasmodiale 
dont Ja taille varie de 1 » a 30. et dont le nombre des noyaux 
varie également en fonction de l’dge du ‘parasite. 

L’aspect morphologique du champignon est absofument 
comparable 4 celui de la Chytridinée du genre Spherita décrite 
par Chatton et A. Brodsky (1909), chez Ameba limax Duj. et a 
celui dela Chytridinée étudiée par A. Lwoff (1925), chez E. col 
et E. dysenterre (1), 

Ces champignons détruisent les amibes en quelques jours si 
l’on ne prend pas les dispositions suivantes : 

En présence de |’infection des cultures par les Spherita, on 
procédera a des repiquages, 4 quarante-huit heures d'intervalle, 
sur gélose inclinée en tubes, on ensemencera la ‘partie infé- 
rieure de la gélose; sur boite de Petri on ensemencera la zone 
centrale de la plaque de géloxe. Aprés quarante-huit heures, les 
amibes saines ont gagné la partie supérieure de la gélose 
inclinée ou la surface périphérique de la plaque de gélose; on 
prélévera les amibes sur ces surfaces saines pour ‘repiquer sur 
des milieux neufs; aprés 3 ou 4 repiquages, on est générale- 
ment débarrassé des Chytridinées. 


Conclusions. 


En cultivant une souche d Amba diploidea provenant de la 
terre humide sur gélose Musgrave, j’ai vérifié les données 


(4) Des Sphzrita ont été signalées chez un grand nombre de protistes 
libres ou parasites et en particulier chez Endolimax nana, par Dobell (1918), 
chez Entameba coli, par Mesnil et Roubaud (1916) et par Craig (1948). J’ai 
moi-méme noté la présence de Sphexrita chez Trichomonas intestinalis et Chi- 
lomasliz mesnili. 
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apportées par Nagler sur la morphologie et la biologie de cette 
amibe. 

La division directe et la gamogonie ont été établies par cet 
auteur, mais la schizogonie d’A. diploidea n’avait jamais été 
observée et décrite jusqu’a ce jour, 4 ma connaissance. 

J'ai pu mettre en évidence la phase schizogonique du cycle 
évolutif d'A. diploidea : aprés huit & treize jours, le double 
noyau de certaines amibes se divise & deux reprises successives 
et on note la présence d’amibes quadrinucléées, puis octonu- 
eléées, avec noyaux groupés par paires. Ces amibes présentent 
bientot des plans de clivage et se divisent en 4 petiles amibes 
(mérozoites) qui reproduisent chacune une amibe adulte. 

Les cultures d’A. diploidea peuvent étre infectées par des 
Chytridinées. Des repiquages sélectifs permettent de se débar- 
rasser de ces champignons. 

(Laboratoire de Protistologie de V Institut Pasteur.) 
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SUR LES CONDITIONS DE CULTURE 
ET LE POUVOIR DE SYNTHESE DE SAPROLEGNIA SP. 


ETUDE QUALITATIVE DE L’ALIMENTATION CARBONEE, 
AZOTEE ET SULFUREE 


par Mrcner VOLKONSKY 


(Laboratvire de Prostistulogie de [Institut Pasteur) 


Ce travail a été fait avec la souche isolée et étudiée par 
J. Chaze (1925) et conservée depuis en culture pure au labora- 
toire de Bolanique du P. C. N. Nous en devons la possession & 
Yobligeance de M. Guilliermond (1). 

La nutrition de Saprolegnia a été étudiée avec du mycélium 
ensemencé en milieu liquide, dans des tubes de verre Pyrex 
de 15 & 150 millimétres, contenant 9 cent. cubes de solution 
nutritive. Les cultures, bactériologiquement pures, ont été 
conservées & l’abri de la lumiére directe et a la tempéralure du 
laboratoire ; cette derniére oscillant quotidiennement entre 
17°-18° le matin et 20°-22° le soir. 

Comme il est malaisé d’effectuer de nombreux ensemen- 
cements 4 partir dune méme culture en milieu liquide (étant 
donné la résistance des filaments mycéliens), ce sont des 
milieux gélosés qui nous ont servi pour la conservation des 
souches. Ces milieux ont servi également lorsqu’il s'est agi 
de substituer un régime alimentaire donné 4 un autre, pour 
VClimination des traces de l’ancien milieu et l’adaptation du 
champignon au niveau. 


Mitteux GéLosés. — Nous avons utilisé des milieux de méme 
composition que les milieux liquides, additionnés d'une quan- 
\ité de gélose suffisante pour l’obiention d’un ensemble rigide 


(1) La détermination exacte de cette souche ne peut étre faite, étant donné 
qu’on n’ep peut obtenir la reproduction sexuée (voir Chaze, loc. cit.). 
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(de 13 & 48 p. 1.000 suivant la composition et lacidité dw 
milieu). La gélose doit étre préalablement lavée quarante-huit 
heures a l’eau courante, puis & l’eau bidistillée plusieurs fois: 
renouvelée. Méme avec ces précautions, la gélose contient des 
impuretés en quantité suffisante pour assurer une croissance 
de Saprolegnia — & vrai dire, tres médiocre — en l’absence 
de corps sulfurés surajoulés. L’existence de ces impuretés. 
dans le fragment de gélose, qui est introduit avec le mycélium 
au moment du premier repiquage en milieu liquide, se mani- 
feste par une « croissance résiduelle » du champignon dans un 
milieu incomplet. Un deuxiéme repiquage dans le méme milieu 
est alors impossible. 

Les milieux gélosés présentant l’avantage d’assurer une 
survie trés prolongée du mycélium : pratiquement, elle est 
limitée par la dessiccation du milieu. D’autre part « l’effet bios » 
ne se fait pas senlir en présence de gélose, chose importante 
lorsqu’il s’agit d’étudier la croissance de Saprolegnia dans des 
milieux simples, pauvres en substances organiques. 


Micieux Liquipes. — La présence d'impuretés diverses dans la 
gélose oblige & recourir aux milieux liquides pour étude de 
la nutrition des Saprolegnia. Notons que la culture en milieu 
liquide permet de réaliser des conditions qui se rapprochent 
du mode de vie naturel de Saprolegnia, champignon aqua- 
tique. 

Les expériences de J. Chaze montrent que Saprolegnia sp. 
présente une grande tolérance vis-a-vis des variations de pres- 
sion osmotique du milieu. D’un autre cdté, il posséde un 
pouvoir de concentration élevé vis-a-vis des substances alimen- 
taires (1). Tout ceci permet de faire varier la composition du 
liquide nutritif dans de larges limites. 

Nous avons fixé la composition minérale de nos milieux a la. 
formule suivante : 


Eau bidistillée, en centimétres cubes... 4.000 
POSH Onee Lama Gre ycnomc pte: veo creck 0,1 
Ci Ms Jensarammer ny. a7. 2s) Pie Ae raae 0,41 
GIR 6 cipeee cette sort a Bsc os eons Traces. 
NaOH 


(1) Nous voulons dire par 1a quil est capable de se développer aux dépens 
de solutions trés diluées de substances nutritives. 
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Lorsqu’il était nécessaire d’accroitre le pouvoir tampon du 
milieu, sa composition élait modifiée ainsi : 


Eau bidistillée, en centimétres cubes. . . 4 000 
Acétate de Na, en gramme ........ 1,0 
PORHK,, CN JETAMMIC i 5p oe 1 oe eS eS a 1,0 
GEMstenparamines tn 2. cs 2 ors: oes 0,1 
Clean ite te on ene sw. eee ee Traces. 
PNAUIRLCEt SP meas AaNe Vel nibs & Wis “Shey hee Q.S. pour pH = 7,0 


Ces deux milieux nous onl servi au cours de toutes nos expé- 
riences. 


MORPHOLOGIE DES CULTURES EN MILIEU LIQUIDE. — Si un petit 
fragment de gélose chargé de mycélium est déposé au fond 
d’un tube contenant une solution alimentaire, des filaments 
mycéliens se développent et montent vers la surface du liquide ; 
arrivés la, ces filaments se ramifient abondamment, au point 
de constituer un disque feutré trés serré. La surface supérieure 
de ce disque mycélien est effecttvement émergée : ainsi, une 
goulte d'eau déposée sur cette surface ne |’impregne ‘pas immé- 
diatement, mais reste sphérique ; l’immersion du disque 
nécessite un certain effort, et, une fois immergé, il entraine 
souvent une petite bulle d’air collée & sa surface. 

Ayant atteint un certain développement, le premier disque 
mycélien plonge généralement et, au-dessus de lui, se déve- 
loppe alors un disque nouveau ; et ainsi de suite, jusqu’a épui- 
sement du milieu nutritif. Dans une culture ainsi constituée, 
le dernier disque mycélien formé est seul vivant. Dans des 
milieux alimentaires défectueux, la formation de disques peut 
étre enrayée et le mycélium arrivé a la surface se ramifie 
alors dans les limites du ménisque aqueux et grimpe le long du 
verre entrainant dans sa croissance une mince pellicule d’eau. 
Dans la partie centrale du tube, il se forme alors un enchevé- 
trement de filaments mycéliens immergés. Cette croissance en 
manchon (sans formation de disques mycéliens) indique le 
plus souvent une alimentation sulfurée défectueuse (qualitati- 
vement ou quantitativement). 

L’épaisseur des filaments mycéliens varie quelque peu sui- 
vant la composition du milieu. Chaze signale un amincisse- 
ment des filaments en présence de fortes concentrations de 
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peptones. De notre coté, nous avons observé un amincissement 
toutes les fois que le milieu contenait des substances tant soit 
peu toxiques. 


Mesure DE L’AccroisseMENtT. — Comme son titre l’indique, le 
présent travail est essentiellement une étude d’ordre qualitatif : 
il ne contient ni données sur le rendement gravimétrique ou 
énergétique des cultures, ni mesures quantitatives de la con- 
sommation des aliments ; il ne contient pas, non plus, d’ana- 
lyse chimique des produits de métabolisme. Nous avons étudié, 
par contre, les conditions de culture et la composition du 
milieu nécessaire au développement du champignon. Un pre- 
mier résultat de ce travail sera donc de classer les substances 
chimiques (carbonées, azotées et sulfurées) en corps assimi- 
lables et non assimilables. Or, nous verrons par la suite que le 
pouvoir de synthése de Saprolegnia vis-a-vis dun élément 
donné (par exemple, de l’azote) n’a pas une valeur fixe, mais 
varie en fonction de la qualité alimentaire des autres éléments 
trophiques (par exemple, de celle du carbone ou du soufre). Il 
est donc indispensable de pouvoir se faire une idée de la valeur 
qualitative des corps étudiés. La qualité de l’aliment est donnée 
par Ja vitesse de la croissance du mycélium en sa présence. 
Pour l’évaluer, nous avons mesuré l’accroissement linéaire 
global du mycélium immergé. En effet, dans les milieux favo- 
rables, les filaments mycéliens s‘allongent parallélement et a 
chaque moment donné arrivent tous au méme niveau. La hau- 
teur de ce niveau, & partir de la base du tube, peut étre 
mesurée & un demi-millimétre prés. L’élévation du niveau 
mycélien en vingt-quatre heures & la température du labora- 
toire représente « l’accroissement journalier » dans les condi- 
tions données. En réalité le mycélium mort de la base du tube 
se tasse progressivement ; on s’en apercoit lorsque la crois- 
sance du champignon s’arréte pour une raison ou pour une 
autre: le niveau supérieur du mycélium s’abaisse alors pro- 
gressivement (de 2 millimétres en vingt-quatre heures environ) ; 
l’accroissement journalier, tel que nous venons de le définir, 
ne représente donc, en réalité, qu’un accroissement apparent. 
Cependant, dans un milieu invariable, cet accroissement est 
sensiblement constant d’un bout & l’autre de la montée du 
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mycélium. Réciproquement, toute variation dans l’accroisse- 
ment journalier traduit, soit une variation inlrinséque (par 
exemple, une adaptation), soit une variation extrinséque (épui- 
sement de l’aliment, accumulation de produits de déchet). 
Cette méthode permet done de suivre pas 4 pas toute l’évolution 
dune culture. 

Malheureusement, la valeur de l’accroissement journalier ne 
saurait conslituer un critérium nj général, ni constant. D’abord, 
la densité du mycélium peul varier d’un milieu & l'autre. D’ou 
la nécessilé de ne comparer l’accroissement que dans des cul- 
tures de densilé semblable. D’autre part, dans un grand nombre 
de milieux défectueux, le mycélium se développe généralement 
sous forme de filaments isolés, peu ramifiés et ne constituant 
pas de niveau supérieur net. Un phénoméne analogue peut 
prendre place parfois dans les milieux riches : quelques fila- 
ments isolés parcourent rapidement la colonne liquide jusqu’en 
haut, et le mycélium se développe en surface; ce « développe- 
ment explosif » rappelle une véritable mutation, comparable 
dans une certaine mesure a la mutalion pléomorphique des 
dermatophytes, étudiée par Sabouraud (1929), puis par Lan- 
geron et ses collaborateurs (1930). Cependant, Ja mutation 
« explosive » de Saprolegnia est parfaitement réversible, dans 
les limites d’une méme souche et d'une méme cullure; cette 
mutation parait résulter du jeu de facteurs impondérables, 
dont la nature nous échappe al’heure actuelle. Naturellement, 
les tubes présentant un développement « explosif » ne peuvent 
servir & la mesure de l’accroissement journalier. Enfin, les 
potentialités physiologiques d'une souche donnée ne sont pas 
immuables; en dehors de tout phénoméne d’adaplation, ces 
potentialités peuvent subir des fluctuations pour ainsi dire spon- 
tanées. L’accroissement journalier n’a donc de valeur que dans 
le cadre d’une méme expérience, pour la comparaison entre le 
développement de cultures-scours (ensemencées a partir d’un 
méme tube). Et cependant, malgré toutes ces restrictions, la 
méthode « altimétrique » rend de grands services, lorsqu’il 
s'agit de suivre l’évolution d’une méme culture en fonction 
des changements du milieu, ou pour comparer le développe- 
ment du champignon en présence d’une substance donnée avec 
le développement dans un milieu témoin. Nous verrons plus 
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loin le parti qu’on peut tirer de la mesure de !’accroissement 
journalier. 

Notons que la croissance du mycélium de Saprolegnia sous 
l'eau ne suit pas une courbe logarithmique, mais une ligne 
droite, étant donné que cette croissance est uniquement termi- 
nale, les extrémités des filaments mycéliens étant seules vivantes. 

Sur les graphiques joints & ce mémoire seront portées les hau- 
teurs des mycéliums, mesurées de vingt-quatre heures en vingt- 
quatre heures et rapportées & un méme point zéro, correspon- 
dant au niveau des cultures au moment du départ. 


PASSAGE D’UN REGIME ALIMENTAIRE A UN AUTRE. — Pour passer 
d’un milieu de composition donnée & un autre milieu de com- 
position différente, le mycélium est d’abord repiqué au moins 
trois fois de suite sur le nouveau milieu gélosé. A chaque fois 
un petit fragment de mycélium sur gélose, prélevé a la partie 
supérieure du tube, est ensemencé dans l'eau de condensation 
du tube suivant. Ces trois repiquages préliminaires, qui néces- 
sitent environ un mois, assurent & la fois l’élimination de traces 
de l’ancien milieu nutritif et, généralement, une adaptation 
au nouveau régime suffisante pour que la nutrition du cham- 
pignon puisse étre étudiée en milieu liquide. L’adaptation en 
question se manifeste par un départ de plus en plus rapide et 
par un accroissement de plus en plus régulier des cultures sur 
gélose. Aprés ensemencement en milieu liquide, le départ des 
cultures n’est immédiat qu’en présence de peptones ou d’un 
mélange d’acides aminés; dans les milieux de composition plus 
simple, il existe toujours un certain temps de latence (jusqu’a 
trois jours), qui est en général d’autant plus prolongé — pour 
un régime donné — que la solution nutritive est plus concen- 
trée, donc, dans certaines limites, plus celte solution se révéle 
favorable par la suite (1). Un autre effet assez général de la con- 
centration du liquide alimentaire consiste en une régularisa- 
tion de l’aceroissement : plus le milieu est concentré, moins 
les écarts sont grands entre les hauteurs des mycéliums dans 
une méme série de cullures (fig. 1 et 2). 


(4) Cette sorte de freinage au départ est avant tout influencée par la con- 
centration du milieu en électrolytes. La figure 2 nous offre un exemple typique 
de ce phénoméne en fonction de la concentration en acétate d’ammonium. 
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Dans un liquide nutritif incomplet, les impuretés introduites 
avec le fragment de gélose permettent une certaine crotssance 
résiduelle du mycélium. Le graphique de l’accroissement jour- 
nalier sera représenté alors par une courbe caractéristique per- 
mettant de suivre l’épuisement de l’aliment déficient. Une fois 

cette croissance résiduelle arréiée, l’addition de l’aliment man- 
quant permettra la reprise du développement normal des cul- 
tures. Ce double phénoméne : arrét du développement en labsence 
dun corps; renouveau de développement apres adjonction du 
méme corps, indiquera que le corps envisagé est indispensable au 
développement du chammgnon. Naturellement, des expériences 
-de contréle doivent indiquer que ce corps agit direvtement. 


Povvoir DE SYNTHESE MAXIMUM ET VARIATIONS DU POUVOIR DE SYN- 
THESE. — Nous avons dit que le pouvoir de synthése de Sapro- 
legnia vis-a-vis dun élément donné (par exemple, du soufre) 
dépendait de la qualité trophique des autres corps présents 
dans le milieu (sources de carbone et d'azote). Nous appellerons 
« pouvoir de synthése maximum » vis-a-vis d'un élément donné 
(par exemple, de l’azote) le pouvoir d’assimilation de cet élé- 
ment dans les meilleures conditions réalisées en ce qui con- 
cerne l’assimilation des autres éléments éludiés ‘carbone et 
soufre). Si par suite de remplacement d’un composé chimique 
carboné, azoté ou sulfuré, dans les conditions d’assimilation 
optima, par un autre composé carboné, azoté ou sulfuré, la 
croissance s’arréte, mais une adjonction du corps remplacé fait 
repartir les cultures, nous dirons que, dans les conditions don- 
nées, le corps remplacant n’est pas assimilé; si, au contraire, 
ladjonction du corps remplacé ne suffit pas pour faire repartir 
les cultures, nous dirons que, dams les conditions données, le 
corps remplacant est toxique. 

Dans les chapitres suivants, nous envisagerons, d’une part, 
le pouvoir de synthése maximum de Saprolegnia, d'autre part, 
les variations du pouvoir de synthése en fonction des différentes 
substances trophiques. Dans ce but, nous ferons varier indé- 
pendamment les sources de carbone, d’azote et de soufre. Nous 
verrons que ce n’est pas toujours possible. 

Disons tout d’abord que les peptones constituent un aliment 
organique complet. Chaze cultivait sa souche dans des solu- 
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tions de peptone de 4 p. 100 45 p. 100 dans l'eau distillée. On 
peut obtenir des rendements semblables avec des solutions de 
peptone de 0,5. 0,1 p. 100, en additionnant le milieu de sub- 
stances minérales. Le degré d’hydrolyse des peptones n’a pas 
d’effet sur la facilité de leur assimilation : nous avons obtenu 
des accroissements journaliers semblables en présence de pep- 
tone Chapoteau, de « peptone pepsique de muscle de beuf », 


de « peptone pancréatique trés aminée » (Vaillant) ou d’ « érep- 
tone ». 


Le racreur acipiré. EvoruTion pu pH pes cuttures. — Le pil 
des milieux de culture a été mesuré par voie colorimétrique (ind1- 
cateurs de Clark et Lubs). L’expérience montre que l’acidité 
d’une méme culture en milieu liquide est différente a des hau- 
teurs différentes. Pour mesurer le pH au niveau ot s’effectue la 
croissance du mycélium, nous procédons de la fagon suivante : 
une pipette effilée chargée d’une solution indivatrice est intro- 
duite jusqu’au fond du tube de culture, puis retirée doucement 
le long de la paroi, de fagon & ce que le liquide indicateur s’en 
échappe progressivement; il se forme ainsi une trainée verti- 
cale de liquide coloré; quand la diffusion de ce Jiquide est suf- 
fisante, on obtient la gamme entiére des valeurs de pH dans 
toute la hauteur de la colonne liquide. Naturellement, il faut 
maintenir le tube vertical pendant toutes ces opéralions et 
éviter soigneusement toute cause pouvaut provoquer la con- 
vexion des différentes couches de la solution. . 

Les limites du pH de départ des cultures dépendent de la 
constilution du milieu : de nombreuses substances (par exemple, 
des sels minéraux) dont l’action ne se fait pas sentir au voisi- 
nage de la neutralité exercent un effet inhibiteur sur le déve- 
loppement a des valeurs de pH trop éleyées ou trop basses. Dans 
les meilleurs conditions que nous ayons pu réaliser (en milieux 
peptonés), les valeurs limites du pIl de départ correspondent 
approximativement a 4,4 — 4,6 du cdté acide et a 8,5 — 8,8 du 
cété alcalin. 

iin présence de sels (phosphates, acélates), nous avons observé 
une élévation de la limite inférieure & pH — 5,5 et un abaisse- 
ment de limite supérieure 4 pll= 8,0. Etant donné que le cham- 
pignon peut modifier dans une large mesure le pH du milieu, 
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Pévaluation du pH initial doit étre effectuée au moment méme 
du départ des cultures, au point précis ot le mycélium se 
d‘veloppe. 

En présence de peptones comme seul aliment organique, le 
pu des cultures (quelle que soit sa valeur initiale) tend d’abord 
vers la neutralité; puisils’éléve, dans les cultures agées, jusqu’a 
des valeurs de pH = 7,6 — 7,8. En présence d’un petit nombre 
d'acides aminés ou d’un amino-acide unique, l’élévation de pH 
est plus marquée et peut alteindre des valeurs de 8,2 — 8,4. Dans 
ce dernier cas, |’élévation de pH varie en fonction du rapport C/N 
de l'amino-acide présent. L’adjonction d’une source de carbone 
supplémentaire(glycérine) permet au champignon de maintenir 
le milieu de culture & pH —6,9 — 7,1. Parcontre, ilsuffit d’ajouter 
au milieu une petite quantité d'un sucre fermentescible, pour 
que le pH tombe rapidement. Cette chute du pH est plus rapide 
en présence d’un acide aminé ou d'un sel ammoniacal qu’en 
présence de peptones. Tant que le milieu n’a pas alteint un 
pu de 5,5 environ, cette acidification n’a pas de répercussion 
sur l’accroissement du mycélium. Au dela de ce point, la crois- 
sance se ralentit progressivement. Si le pH atteint la valeur 
limite de pH — 4,4 — 4,6, l’accroissement devient nul; l’aci- 
dification s’arréte alors elle aussi. Si & ce moment on alcalinise 
légéerement le milieu, la culture repart et le pH redescend pro- 
gressivement jusqu’a la valeur critique de 4,4 — 4,6. L’expé- 
rience montre que l’arrét du développement tient bien & la 
réaction du milieu et non point a |’épuisement d’une substance 
alimentaire indispensable. Mais il suffit que le mycélium 
aiteigne dans sa croissance la surface du liquide, pour que les 
condilions soient tout aussit6t compléltement modifiées : un 
disque mycélien se forme aussi rapidement que si le milieu 
était neutre ; en méme temps, le pH du milieu remonte. En 
déposant de toutes petites gouttes de solutions indicatrices & la 
surface du disque, on s’apercoit qu’elle présente une réaction 
neutre ou alcaline (jusqu’a pH — 8,0). La physiologie du cham- 
pignon est donc trés différente suivant que le mycélium se 
développe sous l’eau ou en surface. Il est vraisemblable que 
lacidification du milieu résulte d'une fragmentation fermen- 
tative des sucres fermentescibles par le mycélium immergé; le 
mycélium émergé consommerait Jes acides organiques précé- 
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demment formés. Cette hypothese est corroborée par le fait que,. 
dans les milieux exempts de sucres. fermentescibles, on ne~ 
constate point cette forte différence de pH au niveau du disque 
émergé et dans le liquide sous-jacent (1). 

En résumé, en présence d’un sucre fermentescible (et quelle 
que soit la source d’azote), le mycélium immergé n’est capable 
que d’une acidification du milieu; en présence d’acides aminés 
comme source unique de carbone et d'azote, il n'est capable que 
d’une alcalinisation ; enfin, il est susceptible d’une équilibration 
bilatérale du pll en présence d’acides aminés et d'une source 
de carbone indépendante, non fermentescible (comme la gly- 
cérine), ou em présence de peptones. 


NwuTRITION CARBONEE. 


Les corps carbonés (glucides, acides organiques) ont été 
étudiés & des concentrations de 0,45 4 5 p. 1.000. Pour l'étude 
de acidification du milieu la teinture de tournesol a été uti- 
lisée dams les expériences préliminaires; Jes indicateurs de 
Clark dans les expériences plus précises. 

Les différentes peptones de muscle constituent, nous l’avons 
dit, un aliment organique complet pour Saprolegnia sp. L’ad- 
jonction de glucides & un milieu peptoné a 1 — 10 p. 1.000» 
naugmente pas visiblement l’accroissement journalier. Par 
contre, l’évolution du pH du milieu peut étre profondément 
modifiée. Um petit nombre de glucides seulement sont forte- 
ment attaqués, avec production d’acides libres (+, glucides. 
fermentés ; —, glucides non fermentés) : 


Poly oleic nea tier Glycérine.. — Mannite. . 5 — 

Monosaccharides. . Glucose... + Lévulose.. — Galactose. . — 
Disaccharides ... Maltose. . +  Saccharose:.. — Lactose... — 
Polysaccharides . . Dextrine .. + 


(1) On sail qu’un.grand nombre de microorganismes cullivés en présence. 
de glucides fermentescibles donnent lieu 4 une « alcalinisation secondaire » 
du milieu qui fait suite a acidification du début. Bach (1925) considére cette 
alcalinisation comme étant due & un dégagement d’ammoniaque, résultant de- 
la nutrition de lorganisme aux dépens de sa propre substance aprés épuise- 
ment de l’aliment carboné. Une explication analogue s’appliquerait difficile- 
ment au cas de Saprolegnia étant donné que : 1° lalcalinisation prend place 
immédiatement aprés la formation du premier disque mycélien, alors que le- 
champignon est en pleine croissance ; 2° elle se limite au voisinage immédiat: 
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Nous voyons que seuls le glucose et ses polyméres purs 
(maltose, dextrine) sont fermentescibles. Cependant, les autres 
glucides sont également consommés, ce qui apparait nette-. 
ment quand la peptone est remplacée par un amino-acide 
unique. C’est alors qu’apparait aussi la qualité alimentaire iné- 
gale des différents glucides. Suivant la qualité alimentaire de 
lamino-acide, on obtient alors un accroissement moyen ou 
bon en présence de glucides fermentescibles ; un accroissement 
médiocre ou nul en présence de glucides non fermentes- 
cibles. Cependant, ces derniers sont consommés : si la source 
d’azote est représentée par un amino-acide favorable (alanine), 
l'accroissement journalier est plus élevé en présence d’un glu- 
cide non fermentescible qu’en son absence; d’autre part, en 
présence d'un glucide non fermentescible et d’un acide aminé 
le champignon acquiert le pouvoir de maintenir le milieu 
& pH=6,9—7,4 (fig. 1). 

En présence d’un amino-acide peu favorable (glycocolle), les 
sucres fermentescibles deviennent indispensables au dévelop- 
pement (voir plus bas). 

L’acidification du milieu en présence d’un sucre fermentes- 
cible n’est pas causée par un déséquilibre dans la concentration 
totale du milieu en carbone et en azote; ainsi, l’adjonction de 
0 gr. 45 de glucose par litre aun milieu contenant | gr.35 d’ala- 
nine {ce qui a pour effet de créer un rapport de N total sur G 
total de 1: 4 atomes environ] (1) suffit pour provoquer une aci- 
dification réguliére du milieu; si, dans ces conditions, le pH 
atteint la valeur critique de 4,4 4 4,6, la croissance s’arréte, 
sans que l’organisme puisse neutraliser l’acide formé en met- 
tant en liberté l’ammoniaque de l’alanine. La marche de la 
culture est la méme en présence d’une dose double de sucre et 
d'alanine. 

Les acides organiques (acétique, lactique, pyruvique, succi- 
nique, tartrique, cilrique), sous forme de sels de Na ou de 
NH‘, constituent des aliments carbonés médiocres. 


de ce disque ; le fond du tube, chargé de mycélium mort, restant acide ; 3° elle 
est indépendante (dans les limites étudiées) de la concentration du milieu en 
glucide et a lieu bien avant I’épuisement de l’aliment carboné. 

(1) Ce rapport est donné par le nombre total d’atomes-grammes de l’azote 
contenu dans l’alanine et la cystéine du milieu, divisé par le nombre total 
d’atomes-grammes du carbone contenu dans le glucose, l'alanine et la cystéine 
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Un mélange de plusieurs amino-acides appartenant a des 
séries différentes constitue une bonne source de carbone 
(accroissement journalier de 5 4 6 millimetres). Par contre, 


| 


40mm 


1 # 
vA 
oe ’ dours:} 2 8 4 5 6 ? 
in 
Fic. 4. — Croissance de Saprolegnia sp. en alanine + cystéine avec des doses 


variables de glycérine. 

Dans chaque série de 6 cultures sont indiquées les valeurs maxima et 
minima des hauteurs du mycélium, et lespace compris entre ces yaleurs 
limites est hachuré. A la fin sont indiquées les valeurs de pH dans les trois 

’ milieux au septiéme jour (pH inilial = 6,9). 

Hachures horizontales : pas de glycérine; hachures verticales discon- 
tinues : glycérine 4 0,1 p. 100; hachures verticales continues : glycérine a 
0.5 p. 100. C+ A+C, valeur moyenne de la croissance du mycélium .en 

' présence de glucose + alanine + cystéine (accroissement journalier moyen 
\' de 9,36). 


quelques-uns seulement des amino-acides pris isolément sont 
susceptibles d’assurer & eux seuls l’alimentation carbonée de 
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Saprolegnia : alanine, la cystéine, l’histidine, la phénylala- 
nine donnent de bons résultats (accroissement journalier supé- 
rieur & 5 millimétres); l’asparagine donne des résultats 
médiocres; le développement est fortement retardé en présence 
de glucosamine; en présence de leucine, les résullats sont trés 
mauvais; enfin, le développement est nul en présence d’acide 
aspartique, de valine, de glycocolle ou de sarcosine. 


NutRiTION AZOTER. 


Pour comparer la qualité alimentaire de différents composés 
azotés, il faudrait se servir de solutions de ces corps & des 
concentrations telles que la quantité d’azote par litre soit 
toujours la méme. Or, lorsqu’il s’agit de composés orga- 
niques, la méme quantité d’azote correspond pour chaque 
corps donné 4 une quantité trés différente de carbone assi- 
milable, ce qui crée, pour des conditions d’assimilation azotée 
comparables, une alimentation carbonée trés différente. On 
pourrait ramener la concentration totale en carbone aux 
mémes faux en ajoutant des glucides, mais l’expérience 
montre que les conditions d’assimilation sont tout aussitdt 
modifiées. Pour comparer la qualité alimentaire des com- 
posés azotés organiques, il est donc nécessaire d’effectuer au 
moins deux séries d’expériences : dans l’une, c’est la concen- 
tration totale en N qui sera constante; dans l'autre, la concen- 
tration globale des corps azotés éludiés. Heureusement, une 
concentration de 2 milli-atomes de N assimilable suffit pour 
assurer un développement normal et complet des cultures, et 
entre cette concentration et les concentrations toxiques (géné- 
ralement beaucoup plus élevées) il existe un palier, dans les 
limites duquel l’accroissement journalier est sensiblement 
constant pour chaque corps donné et indépendant de la concen- 
tration de ce corps. 

L’étude du pouvoir de synthése maximum vis-a-vis de 
Vazote doit étre faite, nous l’avons dit, dans des conditions 
optima d’alimentation carbonée et sulfurée. Ces conditions 
sont réalisées en présence d’un sucre fermentescible comme 
source de carbone et de cystine (ou de cyst¢ine) comme source 
de soufre. Ktant donné que la cysline contient elle-méme de 
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Pazote, on est obligé de procéder par une méthode indirecte. 
Si, en présence d’une source supplémentaire d’azote assimi- 
lable, une dose de 0 gr. 05 de cystéine par litre de milieu assure 
un développement normal et complet des cultures, cette méme 
quantité de cystéine ne contient qu'une quantité d’azote suffi- 
sante pour permettre au mycélium de s’élever & une hauteur 
de 3.4 4 cent. 5 au-dessus du fond du tube. Nous considérerons 
dans les conditions données comme assimilés tous les corps 
azotés qui assureront un développement complet des cultures 
en présence de 1 gramme de glucose et de 0 gr. 05 de cystéine 
par litre; comme non assimilés, dans les conditions données, 
tous les corps azotés dont la présence n’empéchera pas l’arrét 
des cultures 4 une hauteur de 3 4 4 cent. 8 au-dessus du fond. 
Pratiquement nous opérons dans des conditions telles que 
l'azote de la cystéine constitue de 1/20 a 1/40 de l’azote total 
eontenu dans le milieu. 

Sur les graphiques, en portant le temps de culture en 
abscisses et la hauteur du mycélium en ordonnées, on obtient 
deux types de courbes (tig. 2): si le corps étudié peut servir de 
source d’azote, on observe une montée réguliére et continue de 
mycélium; autrement, la courbe afteint un maximum, puis 
redescend lentement, comme en présence de cystéine comme 
seule source d’azote. Etant donné qu’une acidification du 
milieu peut également provoquer une diminution progressive 
de l’accroissement journalier, il est nécessaire de vérifier dans 
ees derniers cas : 1° qu'une neutralisation du miliet ne suffit 
pas pour faire répartir les cultures; 2° que l’adjonction d’une 
quantité suffisante d’un corps azoté assimilable permet un 
développement normal. 

Sont assimilés en présence de glucose et de cystine : les 
acides aminés : glycocolle, alanine, sérine, valine, leucine, 
cystine (ou cysléine), arginine, lysine, acide aspartique et 
asparagine, acide glutamique, glucosamine, phénylalanine, 
tyrosine, tryptophane, proline, histidine; l’ammoniaque (sous 
forme de sels organiques); l’urée. 

Ne sont pas assimilés dans les mémes conditions : la sarco- 
sine, l’acétamide, la triéthanolamine (acétate), l’acide nitrique 
(sel de K). 

Nous donnerons 4 titre d’exemple les courbes d’accroisse- 


CULTURE DE SAPROLEGNIA SP. a AT 


ment linéaire du mycélium en présence de doses variables 
de CH;CO,NH, (fig. 2). 


! 


40mm 


20mm 


JFic. 2. — Croissance de Saprolegnia sp. en glucose + cystéine avec des 
doses variables d’acétate d’ammonium. 

Dans chaque série de 6 cultures sont indiquées les valeurs maxima et 
minima des hauteurs du mycélium, et l’espace compris entre ces valeurs 
limites est hachuré. Afin de ne pas surcharger le tableau, n’ont été portées 
ies hauteurs du mycélium que pour une seule culture témoin — sans acétale 
d’ammonium. Hachures horizontales : acétate d’ammonium 4 0,025 p. 100; 
hachures verticales : acétate d’ammonium a 0,1 p. 100. G + A+ CG, valeur 
moyenne de la croissance du mycélium en présence de glucose + alanine + 
cystéine (accroissement journalier moyen de 9,36 mm.). 
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Si nous modifions les conditions de la nutrition carbonée 
ou sulfurée, le pouvoir de synthése vis-a-vis de l’azote s’en res- 
sent aussitot. Ainsi, en présence d’un sucre non fermentes- 
cible, le glycocolle ne peut servir d’aliment azoté (voir plus 
loin). De méme, l’azote des sels ammoniacaux organiques 
ne peut assurer la croissance du mycélium, si la cystine 
(comme source de soufre) est remplacée par H,S. En somme, 
en l’absence de glucose ou de cystine, un nombre restreint 
d’acides aminés (alanine, phénylalanine, histidine, aspara- 
gine, etc.) peuvent seuls assurer l’alimentation azolée de 


Saprolegnia. 
NUTRITION SULFUREE. 


Nous avons déji consacré deux publications a l’énoncé de 
nos principaux résultats concernant |’élude du pouvoir de 
synthése de Saprolegnia vis-a-vis du soufre. Rappelons briéve- 
ment ces résultats. 

En présence de glucose et d’alanine, comme sources de car- 
bone et d’azote, le champignon peut utiliser, comme source de 
soufre : la cystine (ou la cystéine), l'acide sulfhydrique, l’acide 
thioacétique, l’acide thiocarbonique, l’acide thiosulfurique 
(hyposulfureux); il n’utilise pas : l’acide sulfurique, l’acide 
sulfovinique. 

La concentration minima des substances sulfurées permet- 
tant le développement du mycélium est indépendante de la con- 
centration toxique de chacune de ces substances. 


Concentration en milli-molécule . . . 0,25 0,75 AGS 
Cystine (Cysteine) meme 5 eee +++ 444 444 
ERS Ser tetas. ence saps co Hs + Bieeieete as 
CHG O SH preter te ee wae ees, esd +4 = = 
SMO 6 aha bt Sain ara eee ae oe Ke 

CSOSH cee pete ereens, von eo cies, ee + ae a 
SOpiiess Cate ee tee eh el 0 0 0 
SOPH CU pee ee ee, ca: 0 0 0 


—, toxique; 0, non assimilé; +, assimilé, développement trés lent, fila- 
ments mycéliens épars; ++, mycélium serré, accroissement journalier 


moyen de 5-6 millimétres; +++, mycélium serré, accroissement journalier 
de 8-10 millimétres. 
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Parmi les corps sulfurés, autres que la cystéine, c’est l'acide 
sulfhydrique (sous forme de sels alcalins) qui représente l’ali- 
ment de beaucoup le meilleur. 

Notons que l’acide sulfurique ne peut servir de source de 
soufre ni en présence d'un mélange d’acides aminés, ni méme 
en présence de polypeptides; ainsi, dans un milieu a la peptone 
de soie (ne contenant que des traces de cystéine) et en présence 
de SO,K,, le développement s’arréte, aussitdt épuisée la source 
de soufre organique. Ce résullat est valable aussi bien pour le 
mycélium immergé que pour le mycélium aérien. Ainsi, lorsque, 
dans un milieu 4 la peptone de soie et au sulfate de K, la quan- 
tité de soufre organique est suffisante pour permettre au mycé- 
lium de monter a la surface du liquide et de former un premier 
disque émergé, la croissance s'arréte tout de méme et la 
formation des disques suivants est enrayée. 

Dans les limites des concentrations étudiées, la présence de 
SO,K, a pour seul effet d’entraver la « croissance résiduelle » 
du mycélium : 


« Croissance résiduelle » de Saprolegnia sp. en glucose + alanine, sans 
cystéine et en présence de doses croissantes de SO,K, (premier repiquage 
en milieu liquide a partir du méme milieu gélosé) : 


AGE DES CULTURES 
SO,K, 


a er ea 
en milli-molécules 


2 jours 4 jours 9 jours 
OO eee ee ee aS + +- +++ 
Wha Aeiome kat ve ee Be cae 44+ 
Oe eine a + 
HOP, BG dae) ee oe 0 0 =e 
ee ae) ts NICS poe eee 0 0 a5 


Notons enfin que le remplacement de la cystine par d’autres 
corps sulfurés (comme SH,) n’est compatible avec le dévelop- 
pement qu’en présence d’un sucre fermentescible (comme le 
glucose) et d’une source d’azote favorable (comme l’alanine). 
En présence d’autres sources de carbone et d’azote, la cystine 
(ou la cystéine) constitue la seule forme de soufre assimi- 
lable. 
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CORRELATIONS ENTRE LE POUVOIR DE SYNTHESE DE Saprolegnia’sy. 
4 
VIS-A-VIS DES TROIS ELEMENTS ETUDIES (C, N, S). 


La présence d'un sucre fermentescible, superflue dans un 
milieu peptoné a1 ou 5 p. 1.000, devient favorable au dévelop- 
pement en présence de peptone a 0,5 p. 1.000, ou si Vazote est 
fourni sous forme de cystéine on d’alanine: elle devient indis- 
pensable si l’azote est fourni sous forme de glycocolle. 


Croissance de Saprolegnia sp. en présence de glucides a 3 p. 1.000 et de 
glycocolle a 1 p. 1.000, ou de peptone a 0,5 p. 1.000; tous les tubes con- 
tiennent de la cystine A la dose de 0,05 p. 1.000. O, pas de développement; 
+, cultures trés pauvres, filaments mycéliens épars; ++, cultures normales. 


GLYCOCOLLE PEPTONE 


Pas. deiglucites:... 2 oes a aks | = = ees 0 -- 
GIVGErIN Gv eeswpn, ee eee alee ks oe = 
Mannite: 45 eeonaar an tome tae ee oO et. ee 0 + 
GlUCOBE. 2. ee yest eee 1 Oe me - t+ 
LENULOBO MA Se eee ee eee oe ee ie ~Ien) oe 
Galactose. —. =.t. 6 ee eam eee, cece ee ee 0 + 
Maltoseay cle eet tert tie ss eNee, SS OP se +e 
SaC CHANOSEs ack Hise raataen haste 2) belo eyleit 0 + 
LACIOS EF A5.) ion hy Sperm INEM eres) cis g is Bees =~ 0 - 
IBYeS 4M UR Ss ee SO OO oe GO Sm oe cliey Sal + oo 


La croissance est donc semblable dans un milieu contenant 
de la peptone et un sucre non fermentescible (]évulose) et dans 
un milieu contenant un sucre fermentescible (glucose) et du 
glycocolle. 

La cystine, qui peut étre remplacée par une série de corps 
sulfurés en présence de glucose et d’alanine, devient la 
source de soufre obligatoire en l’absence de glucose, ou si l’ala- 
nine est remplacée par un sel ammoniacal. 

Le pouvoir de synthése du champignon vis-a-vis d’un élément 
donné dépend donc de la qualité alimentaire des autres éléments 
présents. 

On peut classer les différents composés carbonés, azotés et 
sulfurés en trois grands groupes suivant leur qualité alimen- 
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taire pour Saprolegnia. Dans chacun de ces groupes, nous 
n/indiquerons que les principaux représentants : 


ASSIMILES 
ee NON ASSIMILES 
Aliments favorables Aliments médiocres 

Carbone : 

Glucose. Lévulose, saccharose, CO, 
Maltose. Galactose, lactose, 
Dextrine. Glycérine, mannite, 
Peptones. Aminoacides, 


Acides ternaires. 


Azote : 
Alanine, sérine, Glycocolle. NO,H 
Phénylalanine. Urée. 
Cystine (cystéine). Ammoniaque. 
Soufre : 
Cystine (cystéine). Acide sulfhydrique. SO,He 


Acide thioacélique. 
Acide thiocarbonique. 
Acide thiosulfurique. 


I] est évident que si l'un des trois éléments en question est 
représenté dans le milieu par un composé non assimilable, le 
développement du mycélium ne pourra avoir lieu. Mais pour 
que le développement prenne place, il faut, de plus, que le 
milieu posséde une certaine valeur trophique globale définie 
par la qualité alimentaire de chacun de ses constituants. 
Si nous désignons les bons aliments carboné, azoté et sul- 
furé par des majuscules (C, N, S), les mauvais par des 
minuscules (c, n, s), si nous indiquons' un bon développe- 
ment par ++, un mauvais par + et un développement nul 
par O, nous pourrons résumer nos observations dans le tableau 
suivant : 


MINSw ew See CGN ae a, win (Oyfis 5G Bes EN WOME KGa" vB 0 
CNS. 5 6 ef Ot UNG RS SAS 0 CHS Ett 0 CRSE Lt hee a ett 0 


Autrement dit, pour que le développement ait lieu, il faut 
«jue deux, au moins, des aliments soient bons. 
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Naturellement, le schéma ci-dessus est — comme tous les 
schémas — imparfait : la qualité alimentaire des différents 
corps réunis dans un méme groupe n’est pas identique, et 
tous les intermédiaires existent entre les composés classés 
comme « favorables » et comme «aliments médiocres ». Il n’en 
persiste pas moins cette conclusion générale que le pouvoir de 
synthése d’un organisme vis-a-vis d’un élément donné dépend 
de la qualité trophique des autres éléments nutritifs présents 
et que l’assimilation d’un composé donné doit étre néces- 
sairement éludiée en fonction de l’assimilation des autres 
corps. 

Cette conclusion est en accord avec un certain nombre de 
données concernant les bactéries. Ainsi, |’on sait que l’assimi- 
lation des nitrates par certains microorganismes nécessite la 
présence de glucides fermentescibles. Dans le présent chapitre, 
nous avons profité de nos données nouvelles concernant les 
variations du pouvoir de synthése de Saprolegnia pour pré- 
senter cette notion sous forme concise et explicite. 


DiscUSSION DES RESULTATS. 


A la suite d'une étude uniquement qualitative, ne compor- 
tant ni dosage des produits consommés, ni mesure du rende- 
ment énergétique des cultures, ce serait outrepasser la portée 
de nos résultats que de nous lancer dans une discussion de nos 
observations au point de vue chimique. Nous profiterons des 
faits établis par d’autres pour tenter de coordonner et d’ex- 
pliquer certaines de nos données. 

Le pouvoir de synthése de Saprolegnia en cultures immergées 
ne saurait étre comparé sans réserve & celui des champignons 
& spores aériennes et qui se développent & la surface des 
liquides nutritifs. Les conditions d’oxygénation sont, en effet, 
différentes & la surface du liquide ou en profondeur. Nous avons 
vu que, dans les cultures immergées et en présence de glucose, 
le développement du champignon était accompagné d’une aci- 
dification rapide du milieu qui pouvait s’expliquer par une 
formation d’acides organiques aux dépens du sucre. C’est la un 
caractére d’anaérobiose partielle, qui disparait aussildt le myceé- 
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lium arrivé & la surface du liquide. C'est une notion classique 
datant de Pasteur. 

L’éclectisme du champignon vis-a-vis de l’aliment glucidique 
est vraisemblablement lé lui aussi au mode de croissance 
immergé de Saprolegnia. On sait que les moisissures se déve- 
loppent avec des vitesses semblables aux dépens de sucres 
divers lorsyu’elles sont ensemencées en surface (Terroine et 
Wurmeer, 1922; Coupin, 1927 a). Par contre, le développement 
est moins rapide en présence de polyalcools (Czapek, 1902); la 
qualité alimentaire de ces derniers serait déterminée par la 
facilité avee laquelle ils pourraient étre transformés en glu- 
cose (Kostytschew, 1926). Une différence notable entre la qua- 
lité trophique des différents sucres apparait aussitét que les 
conditions d’oxygénation des cellules sont modifiées (déja dans 
les graines en voie de germination: Terroine, Trautmann, 
Bonnet et Jacquot, 1925) ou lorsque le milieu nutritif est 
défectueux (Molliard, 1918). 

Une deuxiéme particularité physiologique de Saprolegnia 
réside dans la valeur relativement élevée du pH limite infé- 
ricure compatible avec son développement (pH = 4,4 — 4,6). 
On sait que la grande majorité des moisissures étudiées 
peuvent se développer dans des milieux beaucoup plus acides : 
jasqu’a pH — 1,2, dans le cas de Sterrgmatocystis nigra (Ter- 
roine et Wurmser); jusqu’a 2,6 dans celui de Aspergillus repens 
(Bach, 1928). 

Robbins (1924) montre, par l’application de méthodes indi- 
rectes, que le point isoélectrique de Rhizopus nigricans corres- 
pond a pH — 5,0 et celui de Fusarium licoperdici & pH = 5,5; 
sur milieu solide, le développement de ces espéces peut avoir 
lieu aussi bien au-dessus qu’au-dessous du pill isoélectrique, 
mais qu’a ce dernier correspond une vitesse d’accroissement 
minimum. La transpiration peut élre envisagée comme’ un 
facteur de la circulation d’eau (et des aliments dissous entrai- 
nés) dans le cas d’un mycélium aérien ; ce facteur ne peut 
intervenir dans le cas d’un mycélium immergé. Si nous obser- 
vons que l’entrée de l’eau dans les plantes aquatiques (submer- 
gées) semble due en grande partie & une osmose électrique 
(Keller, 1932), et que cette osmose nécessite l’existence d’une 
charge électrique négative au niveau de la paroi absorbante, il 
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est permis de supposer que la valeur critique de pH — 4,4 
— 4,6 correspond au point isoélectrique du mycélium de 
Saprolegnia (1). 

Parmi les différents Phycomycétes étudiés (Bach, 1927), 
Saprolegnia se rapproche, au point de vue de son alimentation 
azotée, des Rhizopus et s’oppose aux Mucors (non-assimila- 
tion des nitrates). Par sa préférence pour certains amino-acides 
(comparalivement aux sels ammoniacaux), Saprolegnia se 
distingue de la majorité des moisissures. Bach (loc. e7t.) 
montre (contra Czapek, 1901) que, dans le eas d’ Aspergillus 
repens, les sels ammoniacaux constituent une source d’azote 
meilleure que les acides aminés : [assimilation de ces 
derniers comporterait le travail supplémentaire de la désami- 
nation. L’utilisation de l’'ammoniac est un phénoméne trés 
général, puisque les vertébrés eux-mémes peuvent assimiler, a 
cété d’un taux d’azote « différencié », une certaine proportion 
d’azote ammoniacal (Terroine, Fleuret et Stricker, 1923). Par 
contre, on connait um certain nombre d’organismes capables 
d’assimiler l’azote d'un amino-acide, incapables d’assimiler 
Yazote ammoniacal : Hematococcus pluvialis, Chlamydomonas 
agloéformis, & Vobseurité (A. Lwoff, 1932); Euglena deses, a la 
lumiére (H. Dusi, 1932). On pourrait se demander si |’énergie 
dégagée par la désaminalion exothermique des acides aminés 
n était pas utilisée dans ces cas pour la réalisation des synthéses. 
ultérieures. Cependani, Terroine et Bonnet (1926), Terroine, 
Trautmann, Bonnet et Jacquot (1925) montrent que |’énergie 
de désamination est perdue pour l’organisme. Il semhle donc 
que de simples considérations de thermodynamique ne per- 
mettent pas de prédire la valeur trophique des différents corps 
azotés pour un organisme donné: si certains organismes (tels 
qu’ Aspergillus) présentent une grande tolérance vis-a-vis de 
Valiment azoté, « une dégradation physiologique » (2) plus 
poussée conduit & une spécificité plus grande des sources 


(1) L’absorption de l'eau par les moisissures se développant a la surface de 
liquides fortement acides irait alors 4 l’encontre du « facteur électrosta- 
tique ». Winslow, Falk et Caulfield (1923) trouvent, en effet, par voie élec- 
trophorétique, qu'une moisissure, viable & des pH trés bas, est chargée 
positivement, en quoi elle soppose 4 la majorité des organismes étudiés a 
ce point de vue. 

(2) Au sens de A. Lwoff (1932). 


Aa 
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d’azote assimilable. C'est peut-édtre dans. une réduction de l'ar- 
senal diastasique de ces organismes qu'il faudrait avec Scheen, 
(1934) chercher une explicatiom de la spécificité en question. 

Au point de vue de son alimentation azotée, Saprolegnia, 
nous l’avons dit, présente une tolérance assez grande, si l’on 
opeére dans des conditions ot son pouvoir de synthése est maxi- 
mum. Il serait & comparer en cela a certaines bactéries, comme 
le bacille dEberth, qui n’assimile l’azote du glycocolle qu’en 
présence d'un aliment énergétique approprié. 

La clef de la culture de Saprolegnia en milieu synthétique 
était donnée, nous l’avons dit, par Valimentation sulfurée de 
cet organisme : un trait caractéristique de sa physiologie con- 
siste dans son inaptitude 4 réduire les sulfates. Ce caractére 
semble jouer un role décisif dans Ja répartition de Saprolegnia, 
champignon aquatique qui ne se développe que sur des ani- 
maux morts ou vivants (en présence de cystéine) ou sur des 
matiéres organiques immergées en putréfaction & l’abri de 
Vair (en présence d’H,S). 

Ainsi que l’indique la « loi des minima » de Liebig, les dif- 
férents. éiéments chimiques entrant dans la constitution d’un 
organisme ne peuvent se remplacer I’un l’autre ;, il suffit donc 
que l'un de ces éléments fasse défaut ou soit présenté sous une 
forme inassimilable pour que le développement de l’organisme 
soit rendu impossible. Mais, pour que le développement dans 
un milieu complet puisse avoir lieu, il faut, en outre, que 
Vénergie totale fournie par les sources énergétiques présentes 
dans. le milieu soit suffisante pour permettre la réalisation de 
Vensemble du travail synthétique effectué par l’organisme.. Ces 
considérations pourraient expliquer ce fait, qu’em présence 
d’une méme source énergélique (comme le glucose), le pouvoir 
de synthése de Saprolegnia vis-a-vis. d'un élément.(comme le 
soufre) varie en fonction de la qualité alimentaire des autres 
éléments (comme par exemple, l’azote) ; inversement,, en pré- 
sence d’une source de soufre donnée (cystine), le pouvoir de 
synthése vis-a-vis de l’azote variera en fonction de la qualité 
de Valiment énergétique (glucide). 

On admet a l’heure actuelle qu’entre la consommation du 
glucose et de. son isomére cétonique (lévulose), il ne peut y 
avoir de différence de principe, mais uniquement une différence 
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de vitesse : si l’un des sucres est consommé, I’autre, lest aussi; 
énergie fournie par la combustion d’une molécule de chacun 
est sensiblement la méme (Emery et Benedict). D’aprés Lindet 
(1911) et Molliard (1918), le Iévulose ne sert qu’a I’édification 
de cellules dans des cas ot le glucose peut constituer en plus 
une source d’énergie importante. A la suite de Duclaux, 
Terroine et Wurmser montrent que l’énergie consommée 
parun organisme se décompose en une « énergie de croissance » 
et une « énergie d’entretien». Il en résulte que la croissance 
de l’organisme nécessite l'absorplion, par unité de temps, d'une 
quantité d’énergie supérieure 4 celle qui est utilisée pour son 
entretien dans les conditions données. S’il en est ainsi, une 
différence quantitative (vitesse d’oxydation) entre deux iso- 
méres peut conduire, dans des conditions déterminées (glyco- 
colle, comme source d’azote, cystine, comme source de soufre), 
a une différence de principe: développement en présence de 
glucose; absence de développement en présence de lévulose. 
Cette explication est d’autant plus plausible que des disaccha- 
rides non fermentescibles contenant du glucose (comme le sac- 
charose ou le lactose), et qui sont consommés, donnent les 
mémes résultats que le Iévulose: & ce point de vue, la pré- 
sence d’une molécule de glucose libre n’équivaut pas & la pré- 
sence d'une molécule de saccharose ou de lactose. 


CONSIDERATIONS GENERALES. 


Si nous nous figurons les organismes heicrottonies comme 
descendant d’ancétres chlorophylliens hypothétiques, nous 
pourrons distinguer deux grandes voies suivant lesquelles se 
déroule cette « dégradation physiologique », autrement dit, la 
réduction progressive du pouvoir de synthése : 

D'une part, les organismes « spécialistes » (pour employer 
une expression de Kostytschew), chez lesquels la perte de 
fonctions est unilatérale, et dont le développement n’a lieu 
qu’en présence d’un certain nombre de substances bien défi- 
nies ; un bel exemple dans cette série est donné par les « oxy- 
trophes » de Lwoff (1932), organismes qui ne peuvent effectuer 
leur nutrition carbonée qu’aux dépens d'acides gras inférieurs 
& chaine linéaire contenant de préférence un nombre pair de 
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groupements CH,. L’oxytrophie coincide, dans tous les cas étu- 
diés, avec la persistance de leucoplastes, et il y a lieu de croire, 
avec Lwoff, que cette relation traduit plus qu’une simple coin- 
cidenee. 

D’autre part, les organismes « non spécialistes », ot la 
source d’azote organique peut servir en méme temps de source 
de carbone (« haplotrophes » de Lwoff). 

Parmi tous les éléments chimiques entrant dans la consti- 
tution des étres vivants, trois corps ne sont assimilés a partir 
de leurs oxydes gu’a la suite d’une réduction.; ce sont : le car- 
bone, l'azote et le soufre. La dégradation des organismes « non 
spécialistes » porte, en particulier, sur le pouvoir de réduction 
de ces trois éléments : une premiére étape de cette lignée est 
constituée par des moisissures comme Aspergillus, capables de 
réduire les nitrates et les sulfates et ne se distinguant, somme 
toute, des végétaux autotrophes que par l’absence de chloro- 
phylle et de plastes : le carbone seul ne peut étre assimilé a 
partir de son oxyde ultime. L’étape suivante est représentée 
par la majorité des Jevures, ot a l’impossibilité d’assimiler le 
carbone a partir de CO, s’ajoute linaptitude 4 réduire les 
nitrates. 

Ensuite vient une lacune dans la série physiologique, étant 
donné que la perte du pouvoir de réduction vis-a-vis du troi- 
siéme élément (soufre), — si tant est qu’elle existe — est 
masquée — dans les organismes jusqu ici étudiés — par une 
dégradation plus profonde de l’assimilation azotée (« haplomé- 
tatrophie » de Lwoff). Nous trouvons, cependant, une indica- 
lion favorable 4 Vidée de cette chute du pouvoir de synthése 
vis-a-vis du soufre dans ce fait, démontré par Abderhalden, que 
la cystine fait partie des amino-acides alimentaires indispen- 
sables pour les Vertébrés. Le cas de Saprolegnia comble cette 
lacune en fournissant l’exemple d’un organisme « haplomé- 
sotrophe » ou la réduction du pouvoir de synthése porte a Ja 
fois sur les trois éléments chimiques nécessitant une réduction : 
C, N et S. La nutrition sulfurée aux dépens de H,S est, 4 ce 
point de vue, comparable a la nutrilion aux dépens de NH,, et 
la nutrition aux dépens de combinaisons organiques du soufre, 
a celle aux dépens d’azote organique. 
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Dans sa elassification physiologique des microorganismes, A. Lwoff (loc. 
cit.) se base sur les caractéres de la nutrition carbonée et azotée et sur la 
nature de la source d'énergie utilisée par les organismes. 

Ces caractéres permettent de définir, d’une part : 1, les « prototrophes » 
(assimilation de l’azote atmosphérique; 2, les « autotrophes » (aliments 
azoté et carboné minéraux); 3, les « mésotrophes « (synthése des protides a 
partir de NH,; aliment azoté : nitrate, sel d’ammonium ou acide aminé; un 
composé organique est indispensable); & les « métatrophes » (un aliment 
azoté complexe — peptone — est indispensable). D’autre part : 4, les « chi- 
miotrophes » (assimilation de CO, grace 4 l’oxydation de composés orga- 
niques); 2, les « phototrophes » (assimilation de CO, grace & Ja photosyn- 
thése); 3, les « oxytrophes » (un composé carboné organique indépendant 
est indispensable quel que soit l’aliment azoté); 4, les baplotrophes » (l’ali- 
ment azoté organique peut servir de source carbonée). 

La superposition de ces deux séries de caractéres permet a Lwoff de 
définir, par exemple, des organismes « chimioautotrophes », « oxymésotro- 
phes », « haplométatrophes ». 


Subdivisions du groupe des mésotrophes 
dans la classification physiologique des microorganismes 
de A. Lwoff. 


PHOTOTROPHES OXYTROPHES HAPLOTROPHES 


Mésotrophes N—S (non-assimilation de NO;H et de SO,H,) : 


Haplomésotrophes 
| N—S 


(Saprolegnia sp.). 
Mésotrophes — N (non-assimilation de NO,H) : 


Photomésotrophes N Oxymésotrophes N Haplomésotrophes N 
(Euglena anabaena). (Polytoma uvella). (Saccharomyces, etc.). 


Mésotrophes sensu stricto (assimilation de NO,H et de SO,H.) : 


Haplomésotrophes s. s. 
(Aspergillus, 
Sterigmatocystis). 


En tenant compte des potentialités physiologiques des orga- 
nismes mésotrophes dans les conditions de pouvoir de synthése 
maximum, nous pourrons. subdiviser ces organismes en trois 
séries : les mésotrophes sensu stricto (assimilation des nitrates 
et des sulfates); les mésotraphes N (non-assimilation des nitrates, 
assimilation des sulfates); les mésotrophes N—S (ni les ni- 
irates, ni les sulfates ne sont assimilés). Saprolegnia sp. serait 
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alors un mésotrophe N—S. On pourrait envisager aussi ’exis- 
tence de mésotrophes S (non assimilation de sulfates, assimi- 
lation de nitrates), mais ce groupe ne trouverait 4 l’heure 
actuelle aucun exemple connu. 

Les subdivisions ci-dessus peuvent étre résumées dans le 
tableau de la page précédente. 

Nous croyons que, dans l’avenir, la liste des organismes ren- 
trant dans la série N—S pourra étre allongée aux dépens 
dorganismes actuellement considérés comme métatrophes. 
Alors le cas de Saprolegnia n’apparaitra plus aussi isolé. 
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CONTRIBUTION A LA CHIMIOTHERAPIE DU PALUDISME 
ESSAIS SUR LES CALFATS 


(DEUXIEME MEMOIRE) 


par E. FOURNEAU, M. et M=* J. TREFOUEL, Danie. BOVET, 
el M's G. BENOIT. 


Cette étude a pour but de compléter des recherches anté- 
rieures et d’en dégager les conclusions en ce qui concerne les 
relations possibles entre la composition chimique de certaines 
quinoléines et leur action thérapeutique (1). 

Nous ne reviendrons pas ici sur la technique des expériences 
réalisées sur un oiseau, le calfat (Padda orizivora), spontané- 
ment infesté par un sporozoaire du groupe des plasmodidés, 
! Hemoproteus orizivore ; on retrouvera ces indications en se 
reportant a l’article ci-dessus mentionné (2). 

Pour ne pas répéter inutilement les formules, nous dirons 
ici que toutes les substances dont il est question dans ce tra- 
vail dérivent de l’aminoquinoléine-8 et possédent par consé- 
quent, le noyau : 


(1) Voir mémes Annales, 46, mai 1931, p. 344. 

(2) Il convient toutefois de signaler, ainsi que W. Kikuth vient, dans un 
travail récent sur l’Atébrine, de le mettre en pleine lumiére (Deut. med. Woch.., 
n° 14, 1932) que lon ne peut substituer le calfat au serin; il faut employer 
les deux oiseaux: le calfat est excellent si lon a simplement en vue l’action 
sur les gamétes, laquelle semblait étre caractéristique des dérivés de la 
série de la plasmoquine, et si |’on veut comparer sur cetle forme de para- 
sites des alcaloides de la méme série. L’étude d’un composé destiné a 
guérir le paludisme comporte donc : lemploi du calfat, du serin, et finale- 
ment l’essai clinique sur homme. Parmi les corps que nous avons essayés 
ici, il en est deux ou trois qui sont tout a fait comparables a la Plasmoquine 
comme action; l'un est méme plus actif chez l’oiseau. Ces substances, en 
particulier le 574, le 710 et le 852 sont actuellement en expérience sur l'homme. 
Le 574 a été préparé dans les Laboratoires de Rhone-Poulenc. 
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reconnu, par les inventeurs de la plasmoquine, comme fonda- 
mental (parmi tous ceux qui ont été étudiés) quant & l’action 
sur le paludisme des oiseaux. Nous n’indiquerons donc que les 
chaines fixées 4 la fonction aminée et les autres fonctions atta- 
chées au noyau amino quinoléinique. Nous désignerons ce 
dernier par les lettres QN. A titre d’exemple, le n° 776 dont la 
formule développée est : 


CH: 
N(C2H?®)? 
s’écrira : 
CH°0.ON.CH(CH*)CH?.N(C2H®)?. 


6 


I. — R&suLTATS SUR UNE SERIE DE MEDICAMENTS 
DERIVANT DE LA QUINOLEINE. 


Dans les tableaux qui suivent, on a utilisé les abréviations 
suivantes : D. M. T. = dose maxima tolérée, chez le calfat, en 
gramme, par oiseau. D. M. T./N = le n™ de la dose maxima 
tolérée, injectée par voie sous-cutanée a 5 reprises, cing jours 
de suite. Le signe-++-indique que chez tous les oiseaux mis 
en expérience (en général 3 oiseaux pour chaque dose), les 
parasites disparaissent du sang périphérique pendant au moins 
deux jours. Le nombre de jours pendant lesquels les para- 
sites ne sont pas visibles sous le microscope est indiqué entre 
parenthéses. Le signe — indique une action nulle, aucun 
des oiseaux n’ayant été « stérilisé » méme temporairement 
ala suite du traitement subi. Le + indique une action incom- 
pléte; une partie des oiseaux mis en expérience est débar- 
rassée de ses parasites, ceux-ci ne disparaissent & aucun moment 
entiérement du sang des autres ; la fraction entre parenthéses 
est le rapport entre le nombre d’oiseaux « stérilisés » et le 
nombre total d’oiseaux traités. 

Les doses sont comptées chez l’oiseau en poids de base libre, 


mais les substances ont toujours été administrées sous forme 
de chlorhydrate. 
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Chaine a 2 atomes de C. 


776 
CH*0 — O.N. — CH(CH*) — CH? — N(C2H°)*. 
6 


DANG a eid RENEE EN cere ee ayo ote Nia os 0, 0005 

AGLIONS 1) Ma gHeer 5 el ste we a wb 0 ,000125 + (5 jours). 
NEMO MMi UOs fo 6 es nawe e 0,00005 + (2 jours). 
ING SIGS Tht Dy visa tay Die aie eon a eae ane 0,0000125 — 


Chaine a 3 atomes de C. 


772 
HO — Q.N. — (CH*)' — N(C*H*). 
6 


TEM oe <a an eel ae ce oe he 0,0004 
NGILOD APL) Mine |e 5. 5 kas Miele 0,0004 + /8 jours). 
PNGUOUS UNI t One eat ec): 0,00004 + (6 jours). 
PLCHOM Die Mids eh svg. cr ois! 0,00004 + (6 jours). 
NCO I ASM Mest Ole ntey ack wae hy on ewes es 000080266 — 
740 
CH*® — Q.N.(CH?*)3 — N(C*H*)?. 
6 
1 Dit | ae at ae Ome a nt AR 0,0003 
Aetion.. 1): M.D Sisto Yet a Se A.) 0,900075 — 
574 
CH®O — O.N.(CH?)3. N(CH?)?. 
6 
DENG Terapia Mare cee FL tt ate heey: 0,001 
CUO HE Ms bs) 4t Se Re bee a, edn she, by 0,00025 + (40 jours). 
ENS OS Oy ae) Dei TM beg 6 (eae aaa ee Dear 0,0001 + (7 jours). 
NEMOHeRL) Miedes/ 40's mas Mh ae Ge 4 0,000025 + (4 jours). 
Ja seni 10) 7 fed bey AU USS ie th ee 0,00004 +- (2 jours). 
CGE MET (150s ch logy: Ay vce: 0000006 + (4/3) 


NOYAU QUINOLEINIQUE SUBSTITUK EN C°. 


774 
NO* — Q N. — (CH*)* — N(C#H82. 


jE SE oe a oe 0,0016 
IACOLON, SD VIE Nay iets 0c since eee soa 00004 — 
775 
NH? — O.N.(CH?)? — N(C?H)?. 
5 
Di Mere cons AN ae eters ead oan tine 0, 0006 
ActwneDeANRTi Heat 7. 000015 + (8 jours). 
Action, (DAMaLOMO Ree erey, fos ok: 0 ,00006 + (4 jours). 


Action) sD sManyMOees ee ge we es 0,000015 — 
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NOYAU QUINOLEINIQUE SUBSTITUBR EN C° &T EN C°. 


782 
CH30 — Sa as — QO.N. — (CH?)* — N(C?H°)?. 

D.MeLec es eee oo ee ee 00042 
Action; D.M: Teva nee ee nee 0,0003 — 

783 

CH*?O0 — NH? — (CH?)* — N(C*H*)?. 
6 5 
DIMil 0g OS oo ee rn Les 0, 0036 
Action, 1D): Misl /soee on eee 0,00009 — 
Chaine a 4 atomes de C. 
768 
O.N. — (CH?}* — N(C*H®)?. 

DM ie, tn Cie Ot yee err 0,00036 
Action; Ds Mial./ oe ceeee 0,00009 + (8 jours). 
Action; #D:MoT 2/10) sce 0,900036 + (8 jours). 
PVCUION:, 1) Nie Does) 4a ee eee 0,000009 — 

765 

CH°O — O.N. — (CH?) — N(C*H®)?. 
6 

MED ss see A a oe 0,00016 
Action, D.M’FJteeee Pitre ee. 000004 + (8 jours). 
Action, D:MoTs/i0\ 7. 0,000016 + (5 jours). 


Action, D.M.T./40 


0000004 — 


Chaine a 5 atomes de C. 


747 


O.N. — (CH*)® — N(C2H3)?, 


DAW elec: <a 
Action, 
Action, 
Action, 


Action, D.M.T./450 


D.M.T./4. . 
D.M.T./10 . . 
D.M.T./i0 . 
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0,0002 

0,00005 + (40 jonrs). 
0, 00002 +- (4 jours). 
0,000005 + (2 jours’. 
0,90000133 — 


CHO — O.N. — (CH2)5 — N(C2H3)?, 
6 


DiMST joo ice eee 


Action, DiMels/44. = 
Action, WOE AO 


Action, D.M.T./40 . . 


Action, D.M.T./150. . . 


Action, D.M.T./250 


0,0004 

0,0004 + (40 jours). 
000004 + (6 jours). 
0,00004 + (6 jours). 
0000026 +- (5 jours). 
00000046 + (1/3) 
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Chaine a 6 atomes de C. 


794 
CUO — O.N. — (CH*)6 — N(CH, 
6 


AM ee aices. hee ibe se veh) mae, Fe acliys 0 ,0006 

ACHORe EL) sM dt igs a ce ee . . 0,00006 + (10 jours). 

PN CHLONEMDDUN deapaQh 8 NE A ys ee: 0000045 + (6 jours). 
ANG ROT OE Et a GY ee ee be 0 ,000004 + (2 jours 2/3). 
ACen eM A) 200 nsw. fees ee 0,000003 + (2 jours 2/3). 


Chaine a 41 atomes de C. 


852 
CH°O — O.N. — (CH3)'* — N(C?H°)?, 
6 


iD) Od ee ELTA eek Cera tt meee gar 0,006 

21 1 CevOTS a BRL Eee Ney Rae ee 2 Aaa 0,0015 + 

FACHON. OMT ah TO0iee. le Rakes YY ee eye 0 ,0006 + (40 jours) 
ACHON. cDEM hs), 40.0 2a 0. athe ihr . ~ 0500015 =5 


Sur le canari, les résultats des expériences poursuivies avec 
le 852 se sont montrés exceptionnellement favorables. Ls 
seront rapportés en détail dans une prochaine note. 


Il. — RELATIONS ENTRE LA CONSTITUTION CHIMIQUE 
DES QUINOLEINES ETUDIEES ET LEUR ACTION THERAPEUTIQUE. 


De l'ensemble des résultats obtenus et rapportés dans cette 
étude et de ceux publiés dans le précédent article, un certain 
nombre de conclusions générales semblent se dégager. 


TasLeau |. — Isoméres de la 6-méthoxy-8 (diéthylaminopropylamino) 
quinoléine. F740. 
(Role joué dans l’activité thérapeutique 
par la disposition des C. de la chaine diaminée.) 


— CH? 
CH? 
— CH? 


6-méthoxy-8 (diéthylaminopropyla- 7410 776 
mino) quinoléine. D.M T., 0,0006. D.M.T., 0,0005. 
C/T =1/100. Ci T= Aj A10. 


1° En premier lieu, en portant son attention sur la chaine 
diaminée substituée en 8 des quinoléines décrites, on peut 
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Tasteau Il. — Isoméres de la 6-méthoxy-8 
(diéthylaminobutylamino) quinoléine. 


6-méthoxy-8 (diéthylaminobutylami- 765 736 
noquinoléine. D.M.T., 0,00016. | D.M.T., 0,00016. 
C/T =1/40. C/T =4/40. 


conclure que les composés ou cette chaine est normale sont 
plus actifs du point de vue antipaludique que les composés chez 
lesquels il existe une ramification de cette chaine. Cela ressort 
trés nettement de l'étude des différents isoméres & chaine 
n-propylou iso-propyl (tableau 1), n-butyl ou iso-butyl (tableauT]), 
n-amyl ou iso-amyl. Dans ce dernier cas ou: plusieurs isoméres 
ont été réalisés, on peut observer qu'il existe méme une Cer- 
taine proportionnalité entre l’importance des chaines latérales 
et la baisse de l’action chimio-thérapeutique (tableau III). 


TasLeau II]. — Isoméres de Ia 6-méthoxy-8 
(diéthylaminoamylamino) quinoléine. F735. 


CH: ‘ 
CaN eas co Sy — CH — CH? — CH 
CH? CH CH* — C — CH CH? 
Giz Che — CH? — CH? 
— CH? ae J 
6-méthoxy-8 (diéthyl- 735 Plasmoquine. 664 696 
aminoamylamino) D.M.T., D:M.T.,; D.M.T., D.M.T., 
quinoléine. 0,0004. 0,00046. 0,00008. 0,00008. 
C/T =1/150.| C/T = 1/40.| C/T =1/40. C/T =1/4. 


On parviendrait aux mémes conclusions en comparant, par 
exemple, le dérivé n-propyl (710) avec les composés «-méthyl- 
propyl (736), «-éthyl-propyl (696), 6-diméthyl-propyl (664). 

De méme, la conclusion & laquelle nous avons abouti dans 
la premiére partie de ce travail, au sujet du rdle défavorable 
joué par une fonction éther-oxyde placée sur la chaine diaminée 
n’en constitue gu’un cas particulier. 

2° Kn ce qui concerne le rdie joué par le substituant en posi- 
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TasLteau IV. — Influence du substituant en 6 sur le noyau quinoléinique, 
6 R 8 (diéthylaminopropylamino) quinoléine. 


Sees 388 ans on | Socw# |—0cH) “cr 
6 R 8 (diéthylamino- 828 772 710 730 740 
propylamino) DEM Ts D.M.T., D.M.T., D.M.T., D.M.T., 
quinoléine. 0,0008. 0,0004. 60006. 0.0006. 0,0003. 
C/T =4/80.|C/T = 1/40.1C/T =4/400.|C/T =4/4.| Sans action. 


tion 6 sur la quinoléine, nous avons pu vérifier les conclusions 
auxquelles nous avaient conduit notre précédent travail : Le 
substituant alkoxy n’est pas indispensable, mais ils’est toujours 
montré favorable a l’action thérapeutique ; la substitution a 
— OCH? de — OC?H? parait toujours défavorable; dans le seul 
cas ou nous en ayons fait |’expérience, un groupe oxy en posi- 
tion 6 ne modifie pas sensiblement le coefficient chimiothéra- 
peutique : la toxicité et l’action se sont trouvées augmentées 
dans les mémes proportions; enfin la substitution en position 6 
du méthoxyl par un méthyle a, dans le seul cas étudié, sup- 
primé toute action parasiticide. 

Ces résultats peuvent étre rapprochés de ceux obtenus dans 
le groupe de la quinine, dont de nombreux composés ont été 
essavés qui ne différent entre eux que par la nature de la sub- 
stitution réalisée en position 6 sur la quinoléine. Giemsa, Weise 
et Tropp (1926) ont trouvé que la quinidine agissait mieux 
sur le canari que la cinchonine. Depuis, les recherches de 
Goodson, Henry et Macfie, portant également sur le canari, 
ont abouti au méme résultat pour Ja quinine et la cinchoni- 
dine, pour l’hydroquinine et la dihydrocinchonidine, pour la 
dihydroquinidine et la dihydrocinchonine : c’est chaque fois le 
dérivé qui posséde le substituant méthoxy qui montre aussi le 
maximum d’activité (1). 


(1) Ces résultats concordent avec ceux obtenus par les cliniciens, Mc Gil- 
christ (1915-1916) ayant montré chez Vhomme la supériorité de la quinine sur 
la cinchonidine, et Fletcher (1923) la supériorité de la quinidine siw la cincho- 
nme. Hegner Shaw et Manwell ont observé pour ces deux paires de sub- 
stances que le dérivé méthoxylé était plus soluble dans les globules rouges 
que le dérivé sans substituant en position 5 sur la quinoléine; ils attribuent 
a ce fait la différence des actions curatives. 


738 ANNALES DE L’INSLITUT PASTEUR 


Giemsa, Weise et Tropp (1926) ont également montré que 
'6thérification de la fonction phénolique de la cupréine 
augmentait fortement l'action, fait que nous avons retrouvé sur 
les produits étudiés par nous; i] én est de méme pour I’éthéri- 
fication de I’hydrocupréine. 


Ill. — Action cHIMIOTHERAPEUTIQUE DES 6 MéTHOXY-8 
(DIETHYLAMINO ”-ALKYLAMINO) 
QUINOLEINES ET DES 8 (DIBTHYLAMINO N-ALKYLAMINO) QUINOLEINES. 


TABLEav V. 


Nombre d’atomes de C de la chaine. 


Calfat (A) : 
Dose maxima tolérée. .... . 0,0015 | 0,0006 | 0,00016 | 0,9004 0,0006 | 0,006 
DOSE OxXIGue mars en ne 0,002 0,0008 | 0,0002 0 ,0005 0,0008 | 0,008 
Dose quotidienne minima cura- 

LiVe;eEn-CING FOULS aes eee 000004 | 0,000006)} 0,000008 00000026 0, 900004) 0, 0006 
Indice Sinintothera panei: ~ | 4/40 4/100 4/20 4/450 4/450 1/410 
Nombre d’oiseaux stérilisables 

par 1 gramme de produit. . .}| 5.000 35.000 | 25.000 75.000 50.000 | 350 


Toxicité lapin (2) : 


Ss tone 4 0,040 0,030 0,020 0,025 0,025 | 0,200 
OUS-CULADCER wt =) ee ) 


0.050 | 0,033 | 0,025 0,030 0.030 | 0,300 


; 0,006 | 0,0040 | 0,003 | 0,006 | 0,0045 | 0,045 
em Wn IE Va ) 92007 0,005 | 0,004 | 6,007 | 0,002 | 0,020 
C = D. quot. min. cur., calfat/D.M.T. 

sous-cutanée, lapin. .... . 1/4.0090 | 41/5.000 | 4/2.500} 4/9.500 | 4/6.250 | 1/333 


, 
(1) Dose en grammes par oiseau; voie sous-cutanée, injection dans l'aréte dorsale. 


(2) Dose en grammes par kilogramme; le premier chiffre représente la dose tolérée, le second, 1: 
dose loxique. 


Les conclusions générales auxquelles nous sommes arrivés 
au sujet de la supériorité thérapeutique des composés dont la 
chaine diaminée est une chaine droite, nous ont incités a faire 
de ces dérivés une étude un peu plus poussée et une compa- 
raison plus précise. Nous avons résumé nos observations en 
trois tableaux. Le premier d’entre eux (tableau V) concerne les 
dérivés 6-méthoxy-8-aminoquinoléiniques dont la chaine dia- 
minée posséde 2, 3, 4, 5, 6 ou 11 atomes de C (692, 710, 765, 
735, 794, 852). Le second concerne les mémes dérivés dans 
lesquels le groupement OCH? en 6 est remplacé par H (731, 728, 
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Tasieau VI. 


Longueur de la chaine 


Calfat (1): 
Dose maxima tolérée ..... . .| 0,0016 | 0,0008 | 0,00035 | 0,003 
Dose toxique . .| 0,002 0,004 0, 0006 0, 00040 
Dose quotidienne minima curative 

en cing jours ah date Be: 0,00004 | 0,000018} 0,(000075 
Indice chimiothérapeutique pte. 1/80 4/20 4/40 
Nombre d’oiseaux stérilisables par 


Meramme de produit ... . . . 20.000 | 10.000 25.000 
Toxicité lapin (2) : 


Sons ‘ 0,050 | 0,035 0,035 
EL Sh ie Sete ee emt 0,060 | 0,040 | 0,040 
pes i 0,016 | 0,040 0,010 
Intra-veineuse. ... : 0,018 0,012 0,012 
C=D. qot. min. cur. calfat/D 
sous-cutanée lapin 1/5.000 | 4/2 000 4/5.000 


(1) Dose en grammes par oiseau; voie sous-cutanée, injection dans l'aréte dorsale. 
(2) Dose en grammes par kilogramme; le premier chiffre représente la dose tolérée, 
le second la dose toxique. 


TasLeau VII. 
PLASMOQUINE 


Calfat (A) : 
WoseumaximavlOolerees, 210 4) oy asia Wed late eet ee. 000046 
Dose toxique .. . ar 00002 
Dose quotidienne minima curative en cing jours a inde 0,000004 
Indice chimiothérapeutique. . . 1/40 
Nombre d’oiseaux stérilisables par 1 gramme de produit. ; 50.000 


Toxicité lapin (2) : 


Sous-cutanéc . a 0090 
( 0,003 
y 


pakeaneey 


; : 0 0035 
= D. quot. min. cur. calfat/D. MT. sous- Pienee nara 


1/4.000 


(1) Dose en grammes par ojseau; voie sous-cutanée, injection dans l’aréte dorsale. 
(2) Dose en grammes par kilogramme; le premier chittre représente la dose tolérte, 
le second la dose toxique. 


768, 747) [tableau V1). Un troisiéme tableau donne les résultats 
obltenus avec la Plasmoquine et permet ainsi de la comparer 
avec ces huit produits (tableau VII). 
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« La dose quotidienne minima curative en cing jours », qui 
y figure, est la plus faible dose susceptible de faire réguliére- 
ment disparaitre (pour une durée de deux jours au minimum) 
les parasites du sang périphérique de |’oiseau, lorsqu’elle est 
injectée par voie sous-cutanée cing jours de suite. 

Le coefficient chimiothérapeutique qui figure ici est le quo- 
tient : 


Dose minima curative en cing jours 
Dose minima tolérée (dose unique)” 


Du moment que les guérisons définitives ne sont pas pos- 
sibles, ou du moins trés difficilement observables, les rechutes 
pouvant survenir aprés une période de temps trés longue, cet 
indice n’a pas une valeur absolue; il n’est valable que dans les 
conditions d’expérience que nous avons décrites. Pour chaque 
produit nous avons essayé curativement les fractions suivantes 
de la dose maxima tolérée : 1/4, 1/10, 1/20, 1/40, 1/60, 1/80, 
1/100, 1/125, 4/150, 1/200, 1/250, nous arrétant dés que la 
« dose quotidienne minima curative en cing jours » est trouvée. 
Notre coefficient chimiothérapeutique n’a qu'une valeur approxi- 
mative. 

Le nombre d’oiseaux stérilisables par 1 gramme de produit, 
obtenu en divisant 1 gramme par la « dose totale minima cura- 
tive en cing jours » (en gramme) permet de se représenter la 
quantité absolue de produit nécessaire pour un traitement. 

Enfin, ayant remarqué combien les différences de toxicilé 
entre les produits étaient susceptibles de se modifier lorsque 
l’on passe de l’oiseau au lapin (par exemple, entre le produit 692 
et le produit 710, le rapport des toxicités est chez le calfat 
de 2,5/4, chez le lapin de 1,3/1), nous avons calculé ici un 
indice qui tient comple de l’action curative antiplasmodique 
chez l’oiseau et de l’action toxique pour le lapin. Nous recon- 
naissons tout ce qu’a d’arbitraire ce coefficient mixte, mais nous 
pensons que dans le cas particulier il offre quelque intérét et 
que les résultats qu’ii fournit permettront mieux que l’indice 
chimiothérapeutique chez l’oiseau de se représenter les actions 
relatives des dilférents produits de cette série chez Phomme. 

Liexamen de ces chiffres montre que, Jusqu’ & une certaine 
limite, l’action curative sur le paludisme aviaire et la toxicité 
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augmentent avec le poids moléculaire; toutefois, il ne s’agit 
pas d’une progression réguliére. I] faut remarquer que la dimi- 
nution du coefficient chimiothérapeutique du produit 765 
(tableau V) et du produit 768 (tableau VI) ne provient pas 
d'une augmentation de leur dose minima curative, mais d’une 
augmentation de toxicité; cette derniére peut étre attribuée a 
une augmentation de la valeur anesthésique de ces produits, 
par rapport & leurs homologues inférieurs et supérieurs, la 
propriété anesthésique leur conférant une action de poison 
paralysant. 


1V. — AcTION THERAPEUTIQUE DES MEDICAMENTS ACTIFS. 


Les mesures d’activité établies sur l’oiseau au cours des 
recherches qui viennent d’étre exposées nous ont conduits a 
ce résuitat que parmi les corps étudiés, deux produits 735 
(tableau V) possédent un indice chimiothérapeutique de 1/150, 
sur l’oiseau; moins toxiques que la plasmoquine sur l’oiseau 
et sur le lapin (le rapport des toxicités chez ce dernier est de 
3/5 par voie sous-cutanée et 1/2 par voie intraveineuse), leur 
dose minima active sur le calfat est plus faible, 1/400 de milli- 
gramme de 735 suffit, administré cinq jours de suite, pour 
stériliser momentanément un oiseau. 

Deux autres produits nouveaux sont encore intéressants au 
point de vue thérapeutique, ce sont les produits 710 (tableau V), 
574 et 728 [tableau VI} (41) qui, bien qu’ayant un indice élevé 
chez l’oiseau (1/400 et 1/80), sont proportionnellement trés 
peu toxiques chez le lapin. 


Résumé. 


Dans les deux articles précédents, nous sommes arrivés aux 
résultats suivants, que nous énumérons briévement ici : 

4° L’emploi des Hxemoproteus, sporozoaires plasmodidés, 
parasites des hématies du calfat (Padda oriziwore), constitue 
un matériel commode dans les recherches sur la chimiothérapie 
du paludisme, comple tenu des réserves faites dans la note 2, 


(4) Voir pour leurs formules, ces Annales, 46, mai 1931, p. 544. 
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p. 731. Les avantages de cette méthode sur celle qui consiste 
utiliser des Plasmodium, parasites des canaris, ont été indiqués. 
Une technique standard a été mise au point qui permettra la 
comparaison des différents médicaments antipaludiques. 

2° Il a été étudié, au moyen de cette technique, une série de 
dérivés de la 8-aminoquinoléine, substitués en positions 5 et 6 
par des radicaux alcoxy, oxy. méthylamino et nitro, et sur 
l’'amine par des chaines dialcoyl amino alcoyl. 48 produits ont 
été préparés et essayés, dont 38 ont présenté, im vivo, une 
action parasiticide vis-a-vis des plasmodes. Le coefficient chi- 
miothérapeulique a été déterminé chez l’oiseau et, pour cer- 
tains d’entre eux, on a recherché Ja toxicité chez le lapin. 

3° Les rapports entre la constitution chimique et laction 
antipaludique ont été disculés en détail. 

4° Plusieurs des produits étudiés se sont montrés, au point 
de vue thérapeutique, aussi ou plus actifs que les plus actifs 
des médicaments utilisés jusqu’a ce jour. Certains d’entre eux 
sont susceptibles d’étre introduits dans la médication antipalu- 
dique, en particulier le 574 (6-méthoxy-8 (diméthylamino n-pro- 
pylamino) quinoléine, le 710 (6-métoxy-8 (diéthylamino n-pro- 
pylamino) quinoléine, le 728 (8-diéthylamino 'x-propylamino) 
quinoléine, le 735 (6-méthoxy-8 (diéthylamino n-amylamino} 
guinoléine) et le 852. 

3° La plupart de ces médicaments de la série quinoléinique 
s'altérent assez rapidement et peuvent acquérir une toxicilé 
supérieure a celle qu ils avaient au moment de leur prépara- 
tion. C’est l& un point qui ne peut étre négligé. 

6° Plus encore chez les oiseaux que chez les autres animaux 
de laboratoire, les conditions d’aération,"de nourriture, de tem- 
pérature, jouent un role important et les chiffres que nous don- 
nons dans ce travail n’ont qu’une valeur de comparaison et 
non une valeur absolue. 

7° Nous considérons cette étude comme une simple contri- 
bution 4 l’euvre remarquable accomplie dans les laboratvuires 
de I'l. G. par W. Schulemann, W.' Kikuth et leurs collabora- 
teurs en attendant que ces savants publient un mémoire détaillé 
sur les substances qu’ils ont étudiées. Elle permet de fixer 
quelques points intéressants dans le domaine de la plasmo- 
quine et en particulier la grande efficacité de cette derniére qui 
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n’a été égalée ou surpassée (sur le calfat bien entendu) que par 
des substances trés voisines. 

On remarquera encore une fois que, dans le domaine des 
produits pharmaceutiques comme dans celui des parfums, 
action physiologique maxima est limitée a trés peu d’exem- 
plaires d'une méme série. 
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LES VACCINATIONS ANTIRABIQUES 


A LINSTITUT PASTEUR EN 1932 


par JULES VIALA. 


Pendant l'année 1932, 5641 personnes ont subi le traite- 
ment antirabique 4 |’Institut Pasteur de Paris : aucune mort 
n’a été signalée. 

La statistique s’établit done ainsi ; 


Personnes traitées.......65. 561 
MOxcte tase ors ak Soles RE 0 
Mortaliteésps 100208. a2 ss eae: 0 


Le tableau ci-dessous indique les résultats généraux des 
vaccinations depuis l’origine : 


| PERSONNES MORTALITE 


PERSONNES MO RTALITE MORTS’ 
p. 100 


ip oes MORTS ANNEE 


p- 100 traitées 


341 
395 
330 
373 
654 

388 

543 

.803 

843 

126 
998 
TBA 
7127 
164 
782 
634 
639 
674 
542 
589 
534 
564 


— 


-671 
- 770 
-622 
-830 
540 
.559 
. 7190 
648 
387 
-520 
308 
929 
465 
614 
420 
32 
005 
628 
7155 
721 
712 
7186 
524 
467 
404 


2 
2 
4 
4 
4 
4 
4 
q 
1 
1 
4 
4 
4 
4 
4 
4 
4 


SEE WE WWNHN ER RWORTUGS RTO 
eeooaqoocececcocoooooescoooseeee 
STR ST ap SRE, ae Ta LG. mae rac pence) 
SWE wWERWHWOFWNNYNWWWOWNMNWWoTS 
SEFOSDWKE SCHNMOMDRNODHOBDOANONOME HE 
SSSSSOCSSOR CORP RAWWRWEOSCS 
Sooo ooaocooooeoocooeo oc] 
PRAT Se SRS a ee ES I ROS 7 
esccococeoroor ere Ee wNwrFrooconw 
SSSSSSSSRSSOSWRASEUMSSSSO 
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Les personnes traitées & l'Institut Pasteur sont divisées en 
trois catégories : 

Catégorie A. — La rage de l’animal mordeur a été expéri- 
mentalement constatée par le développement de la maladie 
chez des animaux mordus par lui ou inoculés avec son bulbe. 


Catégorie B. — La rage de l'animal mordeur a été constalée 
par examen vétérinaire. 
Catégorie C. — L’animal mordeur est suspect de rage. 


Nous donnons ci-aprés la répartilion entre ces catégories des 
personnes traitées en 1932 : 


MORSURES MORSURES MORSURES 


3 3 TOTAUX 
a la téte aux mains aux membres 


Mortalité p. 100 
Mortalitéd p. 100 


c—) 
—) 
= 
I 
>) 
_ 
= 
oO 
pes 
- 
° 


Catégorie A. . 
Catégorie B. . 


Catégorie C. . 


o | o Ss © | sortase p- 100 


Les personnes se répartissent de la fagon suivante, d’aprés 
le territoire sur lequel elles ont été mordues : 


Répartition par départements des 560 personnes traitées 
mordues en France. 


Alliers "ecu, a ait eee eee 67] Gantale: ies) 5 es ae ee 3 
ATdennes:.."% ago ee caer Sa Cher sk. bees Ce a 3 
Aisne... 5... has ico Gee eee ble -Comreze. 238. ss. eee 2 
Alpes-Maritimes). see JOS NC Ote=dOreee eos cae 3 
Aritge 7 50 lo eee eee do) RUret. yo 2.0: 6 ee 3 
Aube@s-cuie 3). ee { Eure-et-loir = 4 ee ae ) 
Calvados. =) 2) = aa Mae iniStere ou eens ee 2 
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Me-eteValsine 45.8 ks 23 'c ile OSH ait cea tess: 6 
INGYG lena taes ee ir. ‘| ORNCZ ee ee yo Sige 3 
Indre-et-Loire.. 2) =O. Sy ih Jen eGO Xess SG 5 a 6 Slee 10 
Mandeseey ca. «5 eRe ipiePyrénees(Basses-\semnerne «= 3 
Woir-et-Ghére-. 2 = . : er. WIE AGLVV TUS IEN EY ya ss ey a 4 
Hoireginaute-\. 92 > koe. AmiESadne-et-Loires. i.) queeeit. = ul 
Loire-Inférieure. . . . ee MORN OATUIG shin cas 4 vs “Sue ca 54 
LOireteeees ols ‘ 5 SOIC erates ol ce eee a 226 
IGG dP uke 3 waren Rega 5 Seine-et-Marne......... 42 
Maine-et-Loire . . . 3] Seine-et-Oiseyea, 08s 2 ee ls 54 
Mancheven Secs. s : LoVe Seine-lnterleunemecaueare ce, of 23 
Marner: ben to tne 5 iSiSevresa(Detix=) tem ne eel 3 
Meurthe-et-Moselle . 3 SOMME epee eee ae ee 3 
MGUSEPIN gs cok tye ko VCNAECL encpe Kurogane. 3 2 
Morbihan® 2020.05... P|) NBR (EMIS) en a le 2 
Moselle 6 2: ue | DAO) (pas econ SR iy ee ania cota 4 
INTC Cae co nus as ete: 5 


Depuis 1944, l'Institut Pasteur a adopté la méthode de con- 
servation en glycérine des moelles atténuées, introduite dans 
la pratique par A. Calmette. 

On se sert de pots-bans d’une contenance de 50 cent. cubes. 

Dans chacun, on verse 25 cent. cubes de glycérine neutre 
a 30° BS. 

On stérilise a 120°, pendant vingt minutes. 

On laisse refroidir et on introduit dans chaque pot-ban 
quelques fragments de moelles préalablement desséchées dans 
un flacon de potasse, d’aprés la méthode initiale de Pasteur. 

Dans chaque flacon contenant la glycérine on met plusieurs 
fragments de moelle dont la longueur totale peut alteindre 
5 centimetres. 

On conserve ces flacens & la glaciére aux environs de-+ 4°. 

Pour éviter l’infection de la moelle chez les Japins para- 
lysés et agonisants, on place ces derniers dans une enceinte 
maintenue a 0°. 

Sitét quils sont morts, on extrait la moelle par la méthode 
d’Oshida, au moyen d’un mandrin métallique nickelé, stérile. 

On nutilise, pour la vaccination des personnes mordues, que 
des moelles ayant séjourné moins de vingt jours en glycérine, 
lexpérience ayant démontré que le degré d’atténuation de chaque 
moelle n'est pas sensiblement modifié pendant les vingt pre- 
miers jours. Chaque sujet en traitement recoit environ, journel- 
lement, 243 millimétres de moelle triturée dans 3 centimétres 
cubes d’eau distillée stérilisée. 
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Le virus fixe de passage actuellement utilisé est le méme que 
celui dont on s’est toujours servi depuis la création du service 
de vaccinalions antirabiques, d’abord rue d’Ulm, et ensuite (a 
partir de 1888) a l'Institut Pasteur. : 

Il convient de signaler que, depuis le 19 aout 1917, les mo- 
culations de passage du virus fixe sont toujours effectuées, non 
plus avec le bulbe frais de lapin rabique, mais avec le bulbe 
conservé depuis au moins quarante-huit heures en glycérine a 
la glaciére. 

Depuis que cette technique a été adoptée, nous n’avons 
jamais constaté de modifications dans les délais d incubation 
de la maladie aprés inoculation sous la dure-mére. 

Nous reproduisons ci-aprés le schéma des traitements suivis 
par les mordus, suivant la gravité de leurs morsures. 


Injections antirabiques. 
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